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Résumé 
Les farines animales ont depuis longtemps été la source principale de protéines dans 
l'alimentation du bétail. Ces farines animales contiennent en effet une quantité importante de 
protéines animales transformées (P ATs), ainsi qu'une certaine quantité de minéraux et de graisses 
nécessaires à la bonne alimentation de ces animaux. Cependant, l'émergence de !'encéphalopathie 
spongiforme bovine (ESB) ou maladie de la «vache-folle» dans les années 90 mit fin à 
l'utilisation des PATs dans l'alimentation du bétail. En effet, il est apparu que l'agent responsable 
de cette épidémie était une protéine "infectieuse", le prion, transmise via l'utilisation de farines 
animales infectées par cette dernière. De nombreuses interdictions ont ainsi vu le jour, celles-ci 
prohibant définitivement l'utilisation de ces farines animales. Grâce à ces mesures, cette maladie a 
presque totalement été éradiquée. Pour des raisons économiques et écologiques, la volonté de 
réintroduire certaines de ces farines à l'alimentation du bétail s'est intensifiée ces dernières années. 
Des méthodes d'analyses de ces farines ont ainsi vu le jour, la microscopie optique étant la 
méthode officielle d'analyse des PATs en Europe. Certaines limitations de ces méthodes 
nécessitent cependant le développement de nouvelles méthodes d'analyses plus robustes et plus 
efficaces. C'est dans ce but qu'une approche peptidomique utilisant la spectrométrie de masse a 
été décrite. A partir de plusieurs échantillons de farine animale provenant de plusieurs espèces, 
nous avons comparé différentes méthodes d'extraction protéique (HCI, TCA-Acétone & SDS­
Tris), de purification, de digestion enzymatique des extraits et nous avons analysé les peptides 
obtenus en spectrométrie de masse. Par cette approche, nous avons pu identifier un certain nombre 
de peptides biomarqueurs spécifiques d'espèces, représentatifs de ces farines animales. Parmi ces 
peptides, certains seront ensuite utilisés pour la production d'anticorps afin de développer des 
tests immunologiques de type ELISA sur les farines animales. Puisque ce travail s'inscrit dans le 
cadre d'un projet financé par le SPF Santé Publique, nous avons aussi commencé à mettre au 
point un protocole« accéléré» adaptable pour une analyse en routine par les agences publiques de 
sécurité alimentaire. Dans ce but, le temps d'extraction a été fortement réduit et la digestion 
enzymatique accélérée par sonication, tout en préservant l'efficacité de l'analyse des peptides. 
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AVANT-PROPOS 
La fin des années 80 et le début des années 90 ont été marqués par une crise sanitaire sans 
précédent dans l'histoire européenne. En effet, c'est à cette époque que la maladie de la vache 
folle ou encéphalopathie spongiforme bovine (ESB) fut décrite comme nouvelle épidémie. 
Cette maladie, transmise par l'utilisation de farines animales contaminées par un agent 
infectieux identifié comme le prion, a causé la mort de plusieurs milliers de troupeaux à 
travers l'Europe. A cette crise sanitaire s'est associée une crise socio-économique, puisqu'elle 
a provoqué la panique chez les consommateurs de viande, ceux-ci craignant d'être à leur tour 
atteints par la maladie. Cette panique était cependant tout à fait légitime, puisque cette 
maladie a la capacité d'être transmise à l'homme (via l'alimentation d'une viande contaminée 
par le prion), la forme humaine de cette maladie étant connue sous le nom de maladie de 
Creutzfeld-Jakob. On estime que cette épidémie provoqua à l'époque un peu plus de 200 
victimes humaines (WHO, 2012). 
Afin d'enrayer la maladie, de nombreuses mesures ont été mises en place en Europe. Les 
farines sont soumises à des traitements thermiques dits sécurisés (133°C, 20 min, 3 bars) et 
les farines responsables de la propagation de cette maladie ont été bannies. D'autres mesures 
de sécurité ont également été instaurées, tels que des dépistages réguliers de la maladie au 
sein des troupeaux et des critères de sélection des animaux plus stricts avant que ceux-ci ne 
soient envoyés à l'abattoir. Grâce à ces mesures, cette maladie est à l'heure actuelle presque 
totalement éradiquée en Europe. 
Pour des raisons économiques et écologiques, la réintroduction des farines animales à 
l'alimentation du bétail s'est intensifiée ces dernières années. Certaines méthodes d'analyses 
de ces farines ont d'ailleurs été développées. Cependant, malgré ces méthodes, le problème de 
la traçabilité des farines animales, mais également de la viande en général, reste fortement 
présent. C'est d'ailleurs pour des problèmes similaires dans le processus de traçabilité de la 
viande que le scandale de la viande de cheval a éclaté début 2013. 
Ces difficultés de traçabilité et d'analyse précise des farines animales nécessitent donc le 
développement de nouvelles méthodes d'analyse. C'est dans ce but que le projet 
« PeptidoGénomique » a vu le jour. Ce projet, financé par le SPF Santé publique, Sécurité de 
la Chaîne alimentaire et Environnement, comporte deux volets. Le premier volet reprend les 
analyses génomiques réalisées sur les farines animales. Son but était à l'origine d'identifier 
des profils épigénétiques différents en fonction de l'origine tissulaire des séquences d'ADN 
contenues dans ces farines animales. Le second volet comprend les analyses peptidomiques 
réalisées sur les farines animales. Son but est de cibler la composante protéique des sous­
produits animaux en établissant leur profil peptidique au moyen de la spectrométrie de masse 
(thèse d'Hélène Marbaix). C'est dans le cadre de ce volet peptidomique que s'inscrit ce 
mémoire. Par ailleurs, en cours de projet, une collaboration avec le NIFES (The National 
lnstitute of Nutrition and Seafood Research, Norvège) a été établie. Ce sont des échantillons 
fournis par le NIFES qui seront principalement analysés dans le cadre de ce mémoire. 
Ce mémoire débutera par une présentation détaillée de la problématique engendrée par 
l'épidémie de la vache folle et les méthodes officielles développées afin d'assurer une 
meilleure traçabilité de ces farines. Les défis liés à ces méthodes seront alors expliqués. La 
méthode peptidomique/protéomique, utilisant la spectrométrie de masse (MS), sera ensuite 
détaillée. Les appareillages disponibles en MS ainsi que les différentes stratégies développées 
afin de déterminer la composition des farines seront enfin plus amplement décrits. 
Ce manuscrit vise à vous présenter, chers lecteurs, le travail réalisé dans ce contexte au sein 
de l'unité de recherche URBC-Narilis de l'Université de Namur. Je vous souhaite, d'ores et 
déjà, une très bonne lecture. 
1 
INTRODUCTION 
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Figure 1 . 1 - Schéma simplifié du processus d'équarrissage. La matière première animale (« raw materials ») 
est premièrement découpée en morceaux d'une taille déterminée. Ces morceaux sont ensuite cuits à la vapeur 
suivant une température et un temps de cuisson déterminés en fonction de la nature du matériel. Le tout est 
ensuite pressé (« press »), de façon à extraire la graisse, l'eau et les fractions protéiques. Ces dernières sont 
broyées ( « grinding ») puis stockées jusqu'à utilisation (Meeker & Hamilton, 2006). 
INTRODUCTION 
1 .  Introduction 
1 . 1 . Historique 
On estime à environ la moitié du poids total d'un animal produit pour sa viande, son lait ou 
ses œufs, consommée par l 'être humain. L'autre moitié, n 'étant pas consommée, représente 
une quantité impressionnante de matière première, également appelée « sous-produits ». La 
composition de ces « sous-produits » est très diversifiée, puisqu 'y  sont retrouvés la plupart 
des déchets produits en abattoirs, tels que les poils, les plumes, la peau, la tête, les os, le sang, 
les organes et autres déchets organiques. Bien que cette matière première ne soit pas destinée 
à la consommation humaine, elle représente un certain intérêt économique et écologique, 
puisqu 'elle peut contenir jusqu'à 60 % d'eau, 20 % de graisses et 20 % de protéines et 
minéraux, pouvant être utilisés à d'autre fins (Meeker & Hamilton, 2006). C'est dans cette 
optique économique et écologique que le développement d'un système de collecte et de 
traitement de ces « sous-produits » a vu le jour, ce principe étant plus couramment connu sous 
le nom d'équarrissage. Le processus d'équarrissage, également appelé « rendering process », 
consiste en une transformation des déchets organiques animaux au moyen de différentes 
méthodes physiques et chimiques. 
Les premières formes d'industrie de l'équarrissage existaient déjà il y a plusieurs centaines 
d'années, où l 'objectif était de récolter la graisse animale ou « suif», dans le but de fabriquer 
du savon et des bougies (Phillips et al., 2000 (webographie) ; cité dans Entis, 2007). 
Cependant, suite à la révolution industrielle, de nouvelles techniques de transformation ont vu 
le jour afin d'extraire les différents « sous-produits» de ces déchets animaux. Grâce à 
l'utilisation de chaleur et de diverses techniques de séparation, les fractions protéiques 
( également appelées « cracklings ») de ces déchets ont dès lors pu être extraites au même titre 
que la graisse et l'eau présentes dans les carcasses. Bien que les « cracklings » étaient à 
l'origine vendues comme fertilisant, il s 'est rapidement avéré que ces fractions protéiques, en 
étant introduites dans l'alimentation du bétail, fournissaient une croissance supérieure à ces 
animaux en comparaison aux animaux nourris exclusivement avec des protéines végétales 
(Denton et al., 2005). C'est toutefois au Royaume-Uni, lors de la Seconde Guerre Mondiale, 
que l'alimentation du bétail au moyen de fractions protéiques animales a connu sa plus grande 
expansion. En effet, suite aux nombreuses restrictions causées par la guerre dans le secteur 
agricole, le mot d'ordre était de recycler au maximum ces « sous-produits» animaux dans le 
but de minimiser l'importation de nourriture destinée au bétail. Malgré la fin de la guerre et la 
levée des restrictions agricoles en 1 953, le développement de cette industrie alimentaire se 
consolida et continua son expansion (Phillips et al., 2000 (webographie) ; cité dans Entis, 
2007). 
Dans les années 1 960 et 1 970, des améliorations apportées dans le processus de 
transformation des « sous-produits» animaux ont permis d'augmenter davantage la 
production de ces fractions protéiques animales, plus communément appelées Protéines 
Animales Transformées (PATs). En effet, ce processus a évolué depuis un système de 
fonctionnement par lots (« batch configuration») vers un système en continu (« continuous­
flow configuration») (Auvermann et al., 2004, webographie). Depuis 1 994, cinq méthodes de 
traitement des déchets animaux sont approuvées par la Commission Européenne (EC N° 
1 774/2002, cité dans Woodgate & Van der Veen, 2004). La température de cuisson ainsi que 
le temps accordé à ce processus représentent les facteurs principaux déterminant la qualité des 
produits finaux (graisse, eau et PATs), ces facteurs étant également influencés par la 
composition et la nature des déchets animaux utilisés (Figure 1 . 1 ) .  De manière générale, ces 
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Figure 1 .2 - Schéma d e  production des differentes catégories de « sous-produits » animaux. Les catégories 
1 (rouge) et 2 ( orange) sont utilisées comme source d'énergie (bioénergie), tandis que les « sous-produits » 
animaux correspondant à la catégorie 3 (vert) sont destinés à la consommation animale (EFPRA). 
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déchets sont cuits à la vapeur, à une température comprise entre 1 15°C et 1 45°C pendant 20 à 
90 minutes et sous une pression d'environ 3 bars (Meeker & Hamilton, 2006, Margry & de 
Jang, 20 1 2). Ces conditions de traitement visent principalement à inactiver les 
microorganismes abondamment présents au sein des carcasses et pouvant nuire à l'homme, au 
bétail ou à l'environnement. 
Selon l'EFPRA (European Fat Processors and Renderers Association), les « sous-produits » 
animaux sont différenciés selon trois catégories ( Figure 1 .2). De manière générale, les deux 
premières catégories correspondent à des animaux malades ou morts, qui ne respectent pas les 
exigences vétérinaires, et sont donc impropres à la consommation humaine et animale. Les 
« sous-produits » provenant de ces deux catégories sont soit détruits, soit utilisés pour 
produire de l 'énergie (bioénergie). La troisième catégorie correspond aux « sous-produits » 
animaux propres à la consommation humaine mais n'étant pas destinés à la consommation 
humaine pour diverses raisons commerciales, comme décrit dans Woodgate & Van der Veen 
(Woodgate & Van der Veen, 2004). C'est à partir de cette troisième catégorie que sont issues 
les PATs (celles-ci étant également appelées farines animales) destinées à la consommation 
animale, comme stipulé par la directive de la Commission Européenne, entrée en vigueur en 
mai 2003 (EC N° 1774/2002). Selon l'origine et la composition de ces « sous-produits » 
animaux, différentes farines animales sont décrites : farine de viande, farine de viande et d'os, 
farine de volaille, farine de plume, farine de sang, farine de poisson, . . .  (2006 AAFCO 
Ingredient Manual ; c ité dans Meeker & Hamilton, 2006). Ces farines animales contiennent 
non seulement une grande quantité de protéines, mais contiennent également une certaine 
quantité de minéraux et de vitamines essentielles nécessaires à l'alimentation animale (Van 
Raamsdonk et al., 2007). 
Cependant, malgré l' importance des PATs comme source de protéines pour l'alimentation 
animale, certaines de ces farines ont rapidement été bannies du marché alimentaire. En cause, 
l 'émergence de ! 'encéphalopathie spongiforme bovine (ESB), une maladie neurodégénérative 
transmissible via l'utilisation de farines animales contaminées par une protéine appelée 
«prion ». L'émergence de cette maladie ainsi que son lien avec les farines animales, ayant 
donné lieu à leur interdiction au sein du secteur alimentaire, vont à présent être plus 
amplement détaillés. 
1.2. Emergence de l 'ESB 
L'encéphalopathie spongiforme bovine (ESB), également appelée « maladie de la vache 
folle », est une maladie neurodégénérative du système nerveux central (SNC) des bovins, 
faisant partie d'un groupe de maladies appelées encéphalopathies spongiformes transmissibles 
(EST). Les EST affectent non seulement les bovins, mais peuvent également affecter d'autres 
espèces animales telles que les moutons, les chèvres, les chevaux, les porcs et même 
l 'homme, chez qui la maladie est plus connue sous le nom de maladie de Creutzfeld-Jakob 
(MCJ) (Pattison, 1 998). L'émergence de l'ESB au Royaume-Uni en 1 986 et sa propagation à 
d'autres pays européens mena la communauté scientifique à s' interroger sur l'agent 
responsable de cette maladie et sur son mode de transmission. 
1.2.J. Bref historique 
C'est en 1985 dans le sud du Royaume-Uni que les premiers épisodes de la maladie ont été 
décrits. En effet, neuf vaches d'un même troupeau ont développé d'étranges symptômes 
variant d'une démarche anormale à des tremblements plus ou moins intenses. Suite à la mort 
de ces animaux, ces derniers ont été envoyés dans un centre de recherche vétérinaire, où leur 
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Figure 1 . 1  - Conversion de la protéine prion normale (forme cellulaire PrPc) vers la forme anormale 
(PrPst) (Consulté le 27 août 201 4  sur http://ffiproject.wordpress.com/ffi/, modifié). 
A B 
Figure 1 .2 - Coupe histologique dans un cerveau de bovin atteint par !'encéphalopathie spongiforme 
bovine. A) Coupe histologique d'un cerveau sain, avec coloration spécifique du tissu neuronal . B) Coupe 
histologique d'un cerveau d'un animal malade, dans lequel un certain nombre de vacuoles peuvent être 
observées, les espaces créés par ces vacuoles faisant penser à une éponge, d 'où le nom d'encéphalopathie 
spongiforme (consulté le 28 août 2014 sur U.S. Food and Drug Administration, 
http://www. fda. gov /animalveterinary/ resourcesforyou/ animalh ealth I iteracy/ucm 1 3  6222.htrn ). 
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cerveau a été scrupuleusement analysé. L'analyse histologique des cerveaux y révéla la 
présence de lésions spongiformes, faisant porter à croire qu'il s ' agissait de cas 
d'encéphalopathies spongiformes . En novembre 1 986, après que d'autres troupeaux soient 
tombés malades et présentant des mêmes symptômes, ! 'encéphalopathie spongiforme bovine 
fut identifiée comme nouvelle pathologie en Grande-Bretagne (Phillips et al., 2000 
(webographie) ; cité dans Entis, 2007). Entre 1 989 et 2007, l'Organisation Mondiale de la 
Santé Animale (OIE) estime à plus de 1 90 000 les cas d'ESB recensés à travers le monde. 
Néanmoins, certaines estimations suggèrent que plusieurs millions d'animaux infectés par 
l'ESB sont rentrés dans la chaine alimentaire depuis l'émergence de la maladie en 1 986 
(Donnelly et al., 2002). Suite aux travaux de Stanley Prusiner, l'agent responsable des EST a 
été décrit comme étant une protéine infectieuse portant le nom de « prion », forme contractée 
de proteinaceous infectious on/y particle (Prusiner, 1 998). 
1.2.2. Le prion 
L'encéphalopathie spongiforme bovine, la tremblante du mouton ou la maladie de Creutzfeld­
Jakob chez l'homme font partie des pathologies regroupées sous le nom d'encéphalopathies 
spongiformes transmissibles, dont la protéine prion (PrP) est l'agent responsable. Cette 
protéine prion, ayant un poids moléculaire d'environ 27 - 30 kDa, a été définie comme étant 
une « protéine infectieuse » responsable des troubles neurologiques caractéristiques des EST. 
En réalité, deux isoformes de la protéine prion ont été décrites : la forme dite normale (PrPc) 
et la forme dite infectieuse (PrPsc). La forme normale (PrPc) est retrouvée de manière 
physiologique au sein des cellules mammaliennes et aurait un rôle dans le métabolisme du 
cuivre ainsi que des effets neuroprotecteurs. La forme anormale (PrPsJ est quant à elle 
résistante à la protéinase K (PK) et forme des agrégats au sein du cerveau des espèces 
infectées (Hedlin et al., 20 1 2). Chez une espèce atteinte par une des formes <l'EST, cette 
protéine PrPc se retrouve convertie sous la forme PrPsc après qu'une portion de son hélice a 
soit modifiée et repliée sous la forme d'un feuillet �- C'est en réalité la forme PrPsc qui est 
responsable du changement de conformation de la forme PrPc de la protéine. En effet, des 
études ont montré que cette protéine PrPsC, une fois dans le système nerveux central, induit un 
changement de conformation de la protéine PrPc (en lui servant de modèle) vers la forme 
PrPsc (Figure 1 .3). Ces changements de conformations sont dès lors accompagnés par des 
modifications des propriétés physicochimiques de la protéine prion, donnant lieu aux lésions 
et symptômes caractéristiques des EST (Prusiner, 1 998). 
1.2.3. Symptômes et lésions 
Parmi les différents symptômes causés par la protéine prion, l' incoordination des membres et 
la difficulté de l' animal à se mouvoir et à se tenir debout font partie des symptômes les plus 
évidents de la maladie. Une rapide perte de poids ainsi que des troubles du comportement et 
des tremblements sont également associés à l 'ESB. La période d'incubation de la maladie 
peut varier de 4 à 6 ans et la mort de l'animal intervient généralement dans les 2 à 6 mois 
après l'apparition des premiers symptômes. Aucun traitement n'est à ce jour disponible pour 
soigner cette maladie. La variante humaine de l'ESB, la maladie de Creutzfeld-Jakob (CID), 
est caractérisée par des symptômes similaires à ceux décrits pour l'ESB, tels que l'ataxie, la 
démence et des spasmes musculaires. Cependant, la période d'incubation de la CID peut durer 
plusieurs décennies, ce qui en fait une maladie d'autant plus difficile à diagnostiquer 
(Prusiner, 1 998). L 'examen clinique post-mortem du cerveau d'un animal malade reste 
d'ailleurs le meilleur moyen de confirmer ou non son atteinte par la maladie. En effet, les 
signes histologiques caractéristiques consistent en la formation de vacuoles au sein de la 
matière grise du SNC, ces vacuoles se formant principalement au niveau du corps cellulaire 
des neurones (Figure 1 .4) .  D'autres changements phénotypiques peuvent également être 
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observés, tels que la perte ou la mort de neurones, une forte prolifération d 'astrocytes ou 
encore la formation de p laques amyloïdes (Gavier-Widen et al., 2005). 
1.2.4. Corrélation entre l'ESB et les farines animales 
Suite à l'émergence de l'ESB dans les années 1 980, de nombreuses études ont été réalisées 
afin de déterminer l'agent responsable de cette maladie ainsi que son mode de transmission. 
Les connaissances de l'époque ainsi que les études histopathologiques permettaient déjà 
d'affirmer que l'agent responsable de l 'ESB était une version mutée de la protéine prion 
affectant les bovins (Reaney & Jorgensen, 20 1 2). Très rapidement, il s'est avéré que le mode 
de transmission le p lus probable de cette maladie consistait en l'utilisation de farines animales 
contaminées par la protéine prion. Comme décrit au point 1 . 1., le développement de 
l'industrie de l'équarrissage et l'utilisation de «sous-produits» animaux dans le but de 
produire des farines animales riches en protéines a connu une forte expansion dans les années 
70 et 80. Dans un souci d'efficacité, de nombreux changements concernant le traitement de 
ces produits animaux ont été instaurés: passage à un système en continu ainsi que l'arrêt de 
l 'utilisation d'un solvant d'extraction (Phillips et al., 2000 (webographie) ; cité dans Entis, 
2007). Tout porte désormais à croire que ces changements ont failli à leur tâche, c 'est-à-dire 
inactiver toute forme d'agent pathologique transmissible pouvant être responsable de 
maladies, telle que la protéine prion. En effet, il apparait que lors de la production des farines 
animales, les conditions de température et de pression n'étaient pas efficaces à 1 00 % pour 
inactiver totalement l 'agent infectieux (Taylor et al., 1 995). Ces changements auraient donc 
permis à la maladie de dépasser un seuil d'infectiosité, seuil au-dessus duquel une certaine 
quantité de protéine prion "viable" peut initier et provoquer une épidémie comme l'épidémie 
de la« vache folle» qu'a connue l'Europe dans les années 90 (Reaney & Jorgensen, 20 12 ; 
Phillips et al., 2000 (webographie) ; cité dans Entis, 2007). Puisque la période d'incubation de 
la maladie chez le bovin est de 4 à 6 ans en moyenne, il est fort probable qu'une certaine 
quantité d'animaux infectés (ayant été nourris avec des farines animales contaminées) soient 
entrés à leur tour dans la chaine alimentaire, faisant perdurer ainsi le cycle de la maladie. De 
nombreuses mesures ont donc été mises en place dans les années 1 990 afin de limiter 
l ' expansion de l'ESB. Un certain nombre d'interdictions concernant l'utilisation des farines 
animales dans l'alimentation du bétail ont ainsi vu le jour. 
1 .3. Interdictions des farines animales 
1.3.1. Législation et régulations 
Dans les années qui suivirent l 'apparition de l'ESB en Grande-Bretagne en 1 986, de 
nombreuses régulations ont été mises en œuvre afin de limiter au maximum l 'expansion de la 
maladie. Une première interdiction a été instaurée au Royaume-Uni en 1 988 par un comité 
d'experts connu sous le nom de « Southwood Working Party». Puisque l'ESB touche 
principalement les bovins (avec une certaine part d'infectiosité chez d'autres ruminants tels 
que les chèvres et moutons), ce comité décida de bannir toute farine animale contenant des 
protéines de ruminants destinées à l'alimentation des ruminants (BSE Order, 1 988). Après 
que le pic de la maladie soit atteint en 1 992 avec plus de 36 000 cas recensés au Royaume­
Uni, les premiers effets de l 'interdiction de 1 988 ont été observés, avec une diminution du 
nombre de cas. Cependant, un certain nombre de cas d'infection chez des bovins nés après 
l'interdiction de 1 988 ont été découverts. Cela implique donc que, malgré l'interdiction des 
farines animales de ruminants dans l'alimentation des ruminants, l'ESB continue à être 
transmise soit parce que les interdictions mises en place ne sont pas respectées, soit via 
l'utilisation de farines animales contenant des protéines de non-ruminants. Comme les non-
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Tableau 1 . 1  - Tableau comparatif des législations européennes de 2008 et 2013. A) Législation européenne 
datant de 2008 concernant l ' al imentation du bétail au moyen de farines animales (adapté de Liu et al., 201 1 ) .  B) 
Législation européenne datant du 0 1  juin 201 3  concernant l 'alimentation du bétail au moyen de farines animales. 
Les cases vertes représentent les farines animales de non-ruminants qui seront probablement réintroduites dans 
l 'alimentation des non-ruminants dans un futur proche (adapté de Liu et al., 20 1 1  et selon les directives de la 
Commission de Régulation EC n° 56/20 1 3 ). 
A Bétail 
Farines Ruminant Porc Volaille Poisson Animaux de corn a nie 
Ruminant X X X X ✓ 
Porc X X X X ✓ 
Volaille X X X X ✓ 
Poisson X* ✓ ✓ x/✓ ✓ 
* Autorisé comme source protéique remplaçant le lait maternel chez les jeunes bovins 
B Bétail 
Farines Ruminant Porc Volaille Poisson Animaux de corn a 
Ruminant X X X X ✓ 
Porc X X X ✓ ✓ 
Volaille X X X ✓ ✓ 
Poisson X* ✓ ✓ x/✓ ✓ 
* Autorisé comme source protéique remplaçant le lait maternel chez les jeunes 
bovins 
nie 
X : Prohibé 
✓: Autorisé 
X : Prohibé 
✓: Autorisé 
Tableau 1 .2 - Tableau de critères d'observation et d'identification par microscopie optique des particules 
de différentes espèces animales présentes au sein des farines animales {adapté de Gizzi et al., 2003 ; cité 
dans Plouvier et al., 2012). 
Critères visuels 
Es èces Os Lacunes Canules Muscles Autres 
Mammifères Couleur blanc crème (a) Elliptiques Visibles Striés Poi ls 
Volailles Plus sombre que (a) Sphériques Visibles Striés Plumes 
Forme courte et pointue 
Poissons Plus transparente que (a) Globulaires Non visibles Striés Ecailles, arrêtes 
Forme fusiforme à côtés parallèles 
INTRODUCTION 
ruminants (porc, volai l le, poisson) pouvaient encore recevoir des farines animales contenant 
des protéines de ruminants, et que les farines de non-ruminants étaient encore destinées à 
l 'alimentation des ruminants, il a été proposé l 'existence d'une contamination croisée entre 
ruminants et non-ruminants (Reaney & Jorgensen, 20 1 2). Des mesures p lus rigoureuses ont 
donc été mises en p lace vers la fin des années 1 990 et le début des années 2000. En effet, en 
1 996, l'Organisation Mondiale de la Santé (OMS) établi un certain nombre de 
recommandations concernant les mesures à prendre quant à !'encéphalopathie spongiforme 
bovine. L ' interdiction de faire entrer des animaux atteints ou suspectés d'être atteints par 
l 'ESB dans la chaine alimentaire ainsi que l ' interdiction formelle d 'ut i liser des farines 
animales de ruminants font notamment partie de ces recommandations (Liu et al., 20 1 1 , 
WHO, 1 996). 
La première interdiction alimentaire à l ' échelle européenne eut lieu en 200 1 ,  avec 
l ' interdiction d 'ut i l iser des farines animales de mammifères pour l 'al imentation des 
ruminants, comme décrit dans la Directive (EC) N° 999/200 1 (Commission Européenne, 
200 1 ) .  En 2002, l ' al imentation intra-spécifique fut à son tour prohibée, chaque espèce animale 
ne pouvant p lus  recevoir de farine animale appartenant à la même espèce, cette pratique étant 
considérée comme "à risque" mais également comme une forme de cannibalisme ((EC) N° 
1 774/2002). Cette même commission classifia également les sous-produits animaux selon 
trois catégories et leur utilisation respective, comme décrit au po int 1.1. et à la Figure 1.2 
(Commission européenne, 2002). Enfin, un amendement de la commission de 200 1 a étendu 
l ' interdiction de toutes les farines animales mammaliennes et aviaires pour l 'alimentation 
animale (à l ' exception des animaux de compagnie), tel que décrit dans la Direct ive (EC) N° 
1 234/2003 (Commission Européenne, 2003). En ce qui concerne les farines animales à base 
de poisson, cel les-ci sont autorisées dans l 'alimentation des porcs et des volailles, et 
également autorisées comme source protéique remplaçant le lait maternel chez les jeunes 
bovins (Commission  Européenne, 2008) (Tableau 1 . 1  - A). 
1.3.2. Réintroduction de certaines farines animales 
Pour diverses raisons économiques et écologiques, la volonté de réintroduire certaines farines 
animales à l ' alimentation du bétail s' est intensifiée ces dernières années. B ien que les farines 
de ruminants ainsi que l ' intra-spécifique seront toujours prohibés dans l ' alimentation animale, 
aucune exclusion définitive n ' est envisagée concernant les autres farines animales existantes. 
Ainsi, une des principales volontés est de réintroduire les farines de non-ruminants à 
l 'al imentation animale. Un premier pas a été franchi en juin 20 1 3, avec la réintroduction des 
farines de porc et de vo !ai lles à l ' alimentation des poissons d 'é levage, comme décrit par la 
D irective (EC) N° 56/20 1 3  (Commission Européenne, 20 1 3) .  L'étape suivante serait de 
réintroduire les farines de porc pour l 'al imentation des volailles et les farines de volaille pour 
l ' al imentation des porcs (Tableau 1 . 1  - B). Selon l 'Autorité Européenne de Sécurité des 
Aliments (EFSA), cette réintroduction est possible et nécessaire pour diverses raisons. Tout 
d'abord grâce aux nombreux progrès réalisés dans la production et la traçabilité de ces farines 
animales. Ensuite, parce que les tests développés afin de vérifier la composition de ces farines 
animales ont fortement évolué. Aussi, i l  apparait que le risque de transmission de l 'ESB ( ou 
autre forme d'EST) via l 'al imentation des non-ruminants par des farines de non-ruminants est 
tout à fait négligeable, tant que l 'a limentation intra-spécifique reste prohibée (EFSA, 20 1 1 ) .  
Cette optique de réintroduction de certaines farines animales et  la volonté de faire respecter la 
législation actuelle concernant l ' uti lisat ion de ces farines impliquent le développement de 
techniques d'analyse visant à déterminer leur composition. Les différentes méthodes 
existantes vont à présent être plus amplement détai llées. 
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Echantillon : 1------------i► i Tamisage à 250 microns 100 g de matière et taille des particules de 2 mm 
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Stéréo-microscope : l11nière réfringente et faible grossissement 
(8-50 fois) 
Microscope composé : lumière transmise. fort grossissement 
140-400 fois) 
Figure 1.5 - Protocole général appliqué aux échantillons destinés à une analyse pour la microscopie 
optique (Plouvier et al., 2012;  adapté de Van Raamsdonk & Van der Voet, 2003). 
Muscle 
SO um 
Figure 1.6 - Fractions colorées de muscle, cartilage et os de différentes particules pouvant être retrouvées 
au sein d'une farine animale (Liu et al., 201 1 ). 
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1 .4. Méthodes de détection des protéines animales transformées 
De nombreuses méthodes de détection des protéines animales transformées ont vu le jour vers 
la fin des années 1 990 et le début des années 2000. Ces méthodes de détection visent 
principalement à mettre en place un système de reconnaissance et de détermination de 
l'origine des particules animales présentes dans les farines destinées à l'alimentation du bétail. 
D'un point de vue pratique, ces techniques tendent à observer, déterminer et évaluer au sein 
d'un échantillon de farine quelconque la présence de toute particule animale n'étant pas 
autorisée selon les différentes législations mises en place en Europe. Parmi les nombreuses 
méthodes d'analyse, quatre d'entre elles seront plus amplement détaillées dans la suite de ce 
mémoire, à savoir la microscopie optique, la microscopie proche infrarouge, la réaction en 
chaîne par polymérase et la méthode ELISA. 
1.4. 1. Microscopie optique 
La microscopie optique consiste en une analyse des différents fragments présents dans une 
farine animale dans le but de détecter la présence de protéines animales transformées (P ATs). 
Ces PATs, sous la forme de fragments de muscles, d'os, de cartilage ou encore de poils et de 
plumes, sont observées et leur origine déterminée selon certains critères morphologiques et 
histologiques. Comme décrit dans la Directive EC N° 1 26/2003 et la Commission de 
Régulation EC N° 152/2009, la microscopie optique est la seule méthode officielle 
européenne de contrôle et d'analyse des PATs dans les farines animales (Commission 
Européenne, 2003, 2009). L'un des avantages de cette méthode est qu'elle permet de détecter 
la présence de PATs à des concentrations très faibles, allant jusqu'à moins de 0. 1 %, tout en 
ayant un très faible taux de faux négatifs (Liu et al., 20 1 1 ). De même, cette technique permet 
également à l' expérimentateur le discernement visuel entre des particules d'os, puisque la 
forme des lacunes présentes au niveau de ces particules analysées est différente selon leurs 
diverses origines (mammifères, oiseaux, poissons) (Tableau 1 .2) (Gizzi et al., 2003, Plouvier 
et al., 20 1 2). 
D'un point de vue pratique, la préparation des échantillons à analyser nécessite au préalable 
différentes étapes de broyage et de tamisage, afin d'obtenir différentes fractions - grossières 
à fines - de l'échantillon. A cet échantillon est ajouté du tetrachloroéthylène, ce dernier 
permettant la sédimentation des particules de densité plus importante telles que les os, les 
minéraux et autres particules "lourdes". Les fractions sédimentées ainsi que les particules de 
flottaison sont récupérées et séchées séparément puis analysées au microscope ( Figure 1 .5). 
Dans certains cas, des colorants sont ajoutés à la préparation des échantillons dans le but de 
mettre en évidence des particules spécifiques présentes dans les farines analysées, tels que le 
rouge d'alizarine (coloration des os en rouge) ou le réactif de Fehling (mise en évidence des 
muscles) (Liu et al., 20 1 1 ). La distinction entre les différentes particules analysées repose 
principalement sur des critères morphologiques. Par exemple, les particules d'os des 
mammifères sont facilement reconnaissables étant donné la présence de nombreux canaux de 
Havers d'où partent un grand nombre de canalicules de Volkmann reliant entre eux ces 
différents canaux. Les os de volaille ont, quant à eux, un aspect plus effilé et anguleux, tandis 
que les os de poisson sont plutôt tubulaires et aux bords parallèles, tel que décrit dans Liu et 
al., 20 1 1  (Figure 1.6). 
Cependant, bien que la microscopie optique permette de détecter la présence de particules 
animales dans un mélange complexe (tel qu'une farine animale), cette méthode officielle 
d'analyse ne permet pas, à elle seule, une identification taxonomique des particules analysées. 
En effet, l 'expérimentateur ne peut déterminer avec certitude à quelle espèce appartient tel ou 
tel fragment observé. Dans ce but, d'autres méthodes d'identification des P ATs ont été 
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élaborées, ces méthodes alternatives servant principalement de support additionnel à l 'analyse 
microscopique. 
1.4.2. Microscopie proche infrarouge 
La microscopie proche infrarouge (NIRM) est une technique d 'analyse des farines animales 
similaire à la microscopie optique, hormis qu 'elle caractérise les différentes particules au 
moyen d 'un spectre proche infrarouge (NIR) .  En effet, les différentes particules d 'un mé lange 
sont éclairées par un faisceau infrarouge, ces particules renvoyant ensuite un spectre proche 
infrarouge différent en fonction de la particule illuminée. Cette technique a un sérieux 
avantage par rapport à la microscopie optique : l'analyse de chaque particule est évaluée selon 
ses propriétés chimiques et non par son apparence (Boix et al., 20 12, Femandez Piema et al., 
2004). En pratique, différentes particules d'un mélange sont étalées sur une plaque et amenées 
au microscope proche infrarouge. Un faisceau infrarouge est ensuite dirigé vers chaque 
particule et les spectres proches infrarouges de chacune de celles-ci sont récoltés. Les spectres 
obtenus sont ensuite analysés suivant différents critères, tels que décrits par Zengling 
(Zengling et al., 20 1 1 ). Pour qu'une particule soit identifiée comme étant d'origine animale, 
elle doit impérativement répondre à tous les critères d'analyse décrits. Cette technique permet 
une analyse minutieuse des particules présentes dans une farine, grâce à sa limite de détection 
de 0.05 % (Baeten et al., 2005). Bien que cette technique présente une forte sensibilité, elle 
n'en reste pas moins couteuse en temps et n'est donc pas utilisée comme méthode de routine. 
1.4.3. Réaction en chaîne par polymérase 
La réaction en chame par polymérase, également notée PCR pour polymerase chain reaction, 
est une technique mise en point dans les années 1 980 dont le but est d'amplifier de manière 
exponentiel le un :fragment d 'ADN spécifique et de longueur définie. La technique PCR a 
donc été proposée comme méthode d 'analyse pour confirmer la présence de particules de 
certaines espèces dans un échantillon de farine animale (Plouvier et al. ,  20 1 2). Au moyen 
d'amorces o ligonucléotidiques spécifiques, un :fragment d'ADN complémentaire de ces 
amorces sera alors amplifié lors d'une série de cycles thermo-enzymatiques. La méthode PCR 
combine à la fois sensibilité et spécificité, dans le but d'assurer une détermination 
taxonomique des particules présentes dans un mélange complexe tel qu'une farine animale 
(Chiappini et al., 2005). Il est d'ailleurs reconnu que cette méthode d'analyse peut détecter la 
présence de 0. 1 % de particules animales dans une farine, ce qui en fait une méthode 
d'analyse très robuste (Fumière et al., 2006). Des variantes de cette méthode PCR ont 
également été mises au point et appliquées à l 'identification et à la quantification des 
particules animales présentent dans un mélange. Ainsi, la Q-PCR ou PCR quantitative est une 
technique PCR permettant de mesurer la quantité d'ADN po lymérisé à chaque cycle du 
processus, au moyen d'une sonde fluorescente spécifique. La fluorescence enregistrée permet 
ainsi de quantifier la présence d'ADN spécifique d'une espèce (Fumière et al., 2009). 
Cependant, bien que la PCR permette de confirmer la présence d 'ADN d 'une espèce (bovin, 
porc, . . . ), elle ne peut confirmer la nature exacte de la particule identifiée ( muscle, os, graisse, 
sang, . . .  ). Par ailleurs, une limitation majeure de cette technique est qu'el le repose sur 
l 'intégrité des mo lécules d'ADN présentes dans le mélange à analyser. Or, les différentes 
conditions de température et de pression nécessaires à la fabrication des farines animales 
affectent fortement l 'intégrité des molécules d'ADN, rendant ainsi l 'analyse des farines 
animales par méthode PCR plus laborieuse (Chiappini et al., 2005). C'est pour ces raisons que 
la PCR est principalement utilisée comme outil d'analyse combiné à d'autres méthodes 
existantes (Gizzi et al. ,  2003). Enfin, il est important de noter que la méthode PCR est une 
approche dite « a priori », puisque cette dernière fonctionne grâce à des sondes spécifiques 
reconnaissant l' ADN d'espèces particulières. 
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1.4.4. Méthode immuno-enzymatique ELISA 
La méthode immuno-enzymatique ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) est une 
technique immunologique basée sur la reconnaissance d'un antigène par un anticorps 
spécifique. Dans le cas d'une farine animale, l 'antigène représente une protéine animale (ou 
un fragment dérivé), laquelle est reconnue par un anticorps spécifique de cette protéine. En 
pratique, un anticorps dit de « capture» capable de fixer une protéine d' intérêt spécifique est 
immobilisé dans les puits d'une plaque 96 puits. Une solution contenant un extrait protéique 
est alors ajoutée dans chaque puits . La protéine spécifique de l'anticorps se lie alors à 
l'anticorps immobilisé, les autres protéines étant éliminées grâce à différents lavages. Par 
l'utilisation d'un anticorps secondaire reconnaissant la protéine d' intérêt et couplé à une 
enzyme (souvent la peroxydase de raifort ou HRP pour Horseradish Peroxidase) (ou à un 
fluorochrome), la protéine recherchée dans le mélange est facilement identifiable grâce à une 
réaction calorimétrique (ou en fluorimétrie). Appliquée à l'analyse des farines animales, la 
méthode ELISA permet donc de détecter la présence de protéines spécifiques ( de muscle, 
d'os, de sang, de graisse, . . .  ) dans un mélange complexe. L'avantage de cette technique est 
son faible coût, sa rapidité ainsi que son aisance de mise en œuvre, ce qui ne nécessite donc 
pas de connaissances techniques avancées (Reaney & Bremer, 20 1 2). Cependant, cette 
technique à l' inconvénient de ne pas être encore assez caractérisée. En effet, les anticorps 
actuellement utilisés pour reconnaitre une protéine animale dans une farine ne sont pas assez 
spécifiques, ce qui réduit la sensibilité et la spécificité de détection de cette méthode (Liu et 
al., 20 1 1 ) . De plus, il est difficile de tenir compte de l'altération des protéines et donc de 
produire des ant icorps reconnaissant non pas la protéine native mais la protéine altérée par les 
conditions thermiques et de pression nécessaires à la fabrication des farines animales. 
Au vu des différentes méthodes décrites ci-dessus, il apparaît clairement que chaque méthode 
d'analyse apporte sa part d' information sans pour autant répondre aux différentes exigences 
d'analyse et de détection concernant les PATs en Europe. En effet, la microscopie optique 
permet la détection de PATs dans des farines animales, sans pouvoir déterminer l'espèce d'où 
provient cette particule. Les méthodes immunologiques et la méthode PCR permettent quant à 
elles l' identification de l' espèce d'où provient une particule, mais ne peuvent en confirmer 
(ou partiellement confirmer) l'origine tissulaire (os, muscle, poils, . . .  ). De plus, leur sensibilité 
et spécificité de détection sont assez limitées. Elles sont d'ailleurs d'autant plus limitées étant 
donné l'altération du matériel analysé, suite aux procédés thermiques drastiques nécessaires à 
la fabrication des farines animales. Dans un effort de faire respecter au mieux la législation 
européenne, la combinaison de certaines de ces méthodes a été décrite. Ainsi, l 'analyse d'une 
farine animale peut se faire via l'utilisation d'un microscope optique, suivie par une méthode 
immunologique permettant de compléter les résultats microscopiques. Une autre combinaison 
d'analyse, qui regroupe la microscopie proche infrarouge et la méthode PCR a également été 
décrite (Bremer et al., 20 1 2). Bien que les résultats suggèrent le potentiel de combiner 
plusieurs de ces méthodes, certaines limitations restent cependant difficiles à contourner. Le 
temps d'analyse et la limite de détection de chaque méthode ne permet pas, à l'heure actuelle, 
d'utiliser ces méthodes combinées comme outil d'analyse de routine. Pour ces raisons, de 
nouvelles pistes ont été envisagées afin de développer une méthode qui puisse répondre aux 
différents critères de détection et d' identification des PATs (détermination de l 'origine 
taxonomique et tissulaire) tout en restant applicables et accessibles au développement d'un 
protocole de routine. C'est dans cette optique que des méthodes alternatives ont été 
développées ces dernières années: une nouvelle méthode génomique et une méthode 
peptidomique/protéomique. La méthode génomique est basée sur l' identification des 
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composés animaux grâce au profil de gènes dont l 'expression varie d'un t issu à l 'autre, avec 
des profils de méthylation tissus-spécifiques. 
La méthode peptidomique/protéomique est quant à el le basée spécifiquement sur les protéines 
animales contenues dans les farines. C'est cette méthode peptidomique/protéomique qui est la 
base de l 'entièreté de ce mémoire et qui va à présent être plus amplement détaillée. 
1 .5. Méthode peptidomique/protéomique 
La protéomique se réfère à l 'étude des protéines, que ce soit à l 'échelle de leur ident ificat ion, 
de leur structure, de leur fonction ou de leurs interactions avec d 'autres protéines constitutives 
dans un ·système biologique donné (Graves & Haystead, 2002). Dans ce travail, cette 
approche visera à ident ifier le plus grand nombre de protéines présentes dans des échanti l lons 
de farine. La peptidomique a l ' avantage d' être une méthode d'analyse robuste et permet 
notamment de fourn ir une vue d 'ensemble des différentes protéines présentes dans un 
échantillon bio logique sans pour autant nécessiter une connaissance préalable de ce dernier 
(Reece et al., 20 1 2). Il s' agit généralement d'une approche sans a priori, au contraire des 
méthodes PCR ou ELISA, qui sont e lles des approches avec a priori. Parmi les différents 
aspects techniques associés à la pept idomique, un de ses atouts est de permettre 
l ' identificat ion d 'une espèce animale ainsi que son origine t issulaire en caractérisant une 
séquence en acides aminés au sein d'une protéine particu l ière. C'est dans cette optique que la 
peptidomique appliquée à l ' identification des PATs présentes dans une farine a été récemment 
développée. Cependant, l 'étude des protéines présentes dans une farine animale relève d 'un 
certain « challenge » technique. En effet, les mod ifications l iées à la formation de ces farines 
animales (température et pression élevées) ainsi que les modificat ions post-traductionnel les 
des protéines (phosphorylation, hydroxylation, méthylation, acétylation, . . .  ) rendent l' analyse 
peptidique et protéique d 'autant plus diffici le. De par la grande complexité b io logique des 
échantillons de PATs, l 'étude de ces protéines nécessite le développement de techniques 
d'analyse possédant une très grande sensibi l ité opérationnel le (Lin et al., 2003) .  
Ces dernières années, de nombreux développements apportés dans le domaine de la 
spectrométrie de masse font de cette méthode un choix évident quant à l 'analyse des protéines 
présentes dans une farine animale. Cette technique a d'ail leurs fait ses preuves dans diverses 
études protéomiques destinées à l ' identification de protéines an imales, telles que décrites dans 
(Sentandreu & Sentandreu, 201 1 ) .  La spectrométrie de masse a la capacité de répondre aux 
exigences requises par la Commission Européenne sur l 'uti lisation des farines animales. En 
effet, cette méthode d'analyse a le pouvoir de déterminer de manière précise l 'origine 
taxonomique et tissulaire d 'un peptide issu d'une protéine animale particul ière, et cela même 
dans un échanti l lon complexe. Cette technique permet donc de fournir des renseignements 
précis sur la composition d 'une farine animale (d' un po int de vue taxonomique et tissulaire), 
ce que les autres techniques d'analyses décrites au point 1 .4 ne pouvaient que partiellement 
réaliser. 
En protéomique, deux stratégies expérimentales sont essent iellement décrites: l' analyse 
directe des protéines en spectrométrie de masse (approche « Top-down ») et l 'analyse de 
peptides issus de la fragmentation de protéines par protéolyse (approche « Bottom-up »). 
L'analyse de ces protéines et peptides en spectrométrie de masse repose principalement sur 
l ' ionisation de ces biomolécules au moyen de techniques dites « d' ionisation douce » (soft 
ionizat ion techniques) au niveau de la source du spectromètre de masse. Le principe 
« d' ionisation douce » repose sur le fait que les biomolécules analysées sont ionisées sans 
induire leur fragmentation (Reece et al., 20 1 2) .  La création de mo lécules ionisées intactes 
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Figure 1 .7 - Principe de l'ionisation par électrospray. Les biomolécules (protéines/peptides) sont soumises à 
un intense champ électrique les chargeant positivement. Sous l 'action d'un gaz nébulisateur, ces molécules 
ionisées en solution vont quitter le capillaire chargé et former de fines gouttelettes. Ces gouttelettes, par la 
répulsion des charges et l 'évaporation du solvant, vont se scinder en p lusieurs gouttelettes de plus fin diamètre, 
jusqu'au moment où chaque gouttelette ne contient plus qu'un ion chargé. Ce dernier étant enfin désorbé et 
envoyé vers l 'analyseur du spectromètre de masse (adapté de Bruins, 1998 & Ho et al., 2003). 
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Figure 1 .8 - Principe de fonctionnement du MALDI. Les biomolécules analysées (protéines/peptides) sont 
co-précipitées avec une matrice (bleu) sur une plaque, et sont i lluminées au moyen d'un rayon laser (laser beam). 
En absorbant la lumière émise par les rayons, les molécules de la matrice vont libérer de l 'énergie en étant 
relâchées dans la phase gazeuse. Les biomolécules libérées (vert) et mises en phase gazeuse sont alors envoyées 
vers le spectromètre de masse (modifié de http://www.chm.bris.ac.uk/ms/maldi-ionisation.xhtrnl, University of 
Bristol, consulté le 25 octobre 2014). 
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permet alors au spectromètre de masse de pouvoir déterminer avec prec1s1on la masse 
moléculaire d'une protéine ou d'un peptide particulier. Les biomolécules, une fois ionisées, 
sont analysées de manière précise dans un analyseur au sein du spectromètre de masse. Ces 
biomolécules sont ensuite envoyées vers un détecteur, où leur spectre de masse est alors 
détermirlé au moyen de différents programmes bioirlformatiques. Ces différentes techniques 
d'ionisation et d'analyse des protéirles et peptides vont à présent être plus particulièrement 
détaillées. 
1.5. 1. Techniques d'ionisation 
1 .  5. 1 . 1 .  Ionisation par électrospray 
L'ionisation par électrospray (ESI, Electrospray ionization) est une technique consistant en la 
conversion de biomolécules (protéines/peptides) d'une phase liquide vers une phase gazeuse 
en générant des ions multichargés. De manière générale, les biomolécules sont envoyées dans 
un fin tube capillaire (généralement connecté depuis une HPLC) se terminant en une fine 
aiguille faisant face à l'entrée du spectromètre de masse. Au niveau de cette aiguille, les 
biomolécules se trouvant dans une phase liquide sont soumises à un fort potentiel électrique 
généralement situé dans une gamme de 2 à 5 kV (Lin et al., 2003). Ce potentiel électrique a 
dès lors la capacité de charger les biomolécules en solution. Le plus souvent, les peptides et 
protéirles analysés sont chargés positivement puisque le capillaire est utilisé comme anode et 
l'ouverture du spectromètre de masse comme cathode. A ce moment là, une succession 
d'étapes va se produire et transférer ces biomolécules chargées d'une phase liquide à une 
phase gazeuse. 
A la sortie de l'aiguille, les biomolécules (sous pression atmosphérique) se retrouvent sous la 
forme de fines gouttelettes chargées. Ces gouttelettes sont soumises à deux phénomènes : la 
répulsion des biomolécules chargées entre elles et l'élimination du solvant au moyen d'un gaz 
nébulisateur (généralement de l'azote). Au fur et à mesure, ces gouttelettes voient leur taille 
dirnirluer, par l'évaporation du solvant, et par conséquent voient leur densité de charge 
augmenter (Bruins, 1 998). Consécutivement, ces gouttelettes se désirltègrent en gouttelettes 
d'autant plus petites, jusqu'au moment où chaque biomolécule ionisée est désorbée et se 
retrouve en phase gazeuse (Figure 1 .7.) . Ces ions gazeux (multichargés) sont alors envoyés 
vers l'analyseur du spectromètre de masse. Généralement, les analyseurs utilisés avec un 
électrospray peuvent être de type quadrupôle (Q), temps de vol (TOF), trappe ionique ou FT­
ICR (pour plus de détails, se référer au poirlt 1 .5.2). 
1 . 5. 1 .2. Ionisation laser assistée par matrice 
L'ionisation laser assistée par matrice (MALDI, Matrix-assisted laser desorption/ionisation) 
est une seconde forme d'ionisation des biomolécules. Cette méthode n'utilise pas de potentiel 
électrique, mais utilise plutôt l'énergie des lasers pour ioniser les molécules biologiques. De 
manière générale, les peptides/protéiries à analyser sont déposés sur une plaque où ils sont co­
cristallisés avec de petites molécules ayant la capacité d'absorber l'énergie correspondant à la 
longueur d'onde du laser. Ce sont ces molécules (formant la matrice) qui vont absorber 
l'énergie issue des lasers, ceux-ci ayant généralement une longueur d'onde d'émission de 337 
nm (Lin et al., 2003). Les molécules les plus souvent utilisées comme matrice sont de l'acide 
a-cyano-4-hydroxycinnamique pour les peptides et de l'acide sinapique ou de l'acide 3 ,5-
dirnéthoxy-4-hydroxycinnamique pour les protéines. L'énergie absorbée par les cristaux va se 
propager à travers la matrice et les biomolécules. Des :fractions de matrice et de biomolécules 
vont alors se retrouver libérées dans une phase gazeuse. Les peptides et/ou protéines ionisés 
sont désorbés de cette matrice et envoyés vers l 'analyseur du spectromètre de masse ( Figure 
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Figure 1 .9 - Principe de l'analyseur de masse quadrupôle. Les ions provenant de la source sont envoyés vers 
le quadrupôle, où ils sont sélectionnés selon leur rapport m/z grâce à un voltage appliqué aux quatre barres 
métalliques constitutives du quadrupôle. Les ions dont le rapport m/z est sélectionné oscilleront jusqu'au 
détecteur, les autres ions s'écraseront sur les barres métalliques ou s'échapperont du système 
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Figure 1 . 1 0  - Principe du fonctionnement d'un analyseur de masse de type temps de vol (TOF). Dans le 
cas présent, la source d' ionisation des biomolécules est de type MALDI. Les ions sont envoyés vers l ' analyseur 
TOF, où leur temps de parcours pour arriver jusqu'au détecteur dépendra de leur énergie cinétique mais 
également de leur rapport m/z. L'énergie cinétique de chaque ion sera corrigée au moyen d'un reflectron, de façon à ce 
que les ions ayant Je même rapport m/z mais dont l'énergie cinétique diffère arrivent au même moment au niveau du 
détecteur (Hirsch et al., 2004). 
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1 .8.) (Lin et al., 2003). L'ionisation MALDI est généralement utilisée pour analyser des 
mélanges de peptides ou protéines moins complexes par rapport à l'ionisation ESI  (Aebersold 
& Mann, 2003). A l ' inverse de l 'ESI ,  les biomolécules ionisées par le MALDI sont 
généralement monochargées. L'analyseur habituellement couplé au MALDI est de type temps 
de vol (TOF) (se référer au point 1 .5.2). 
1.5.2. Analyseurs de masse 
Après avoir été ionisées, les biomolécules sont ensuite envoyées au niveau d'un analyseur de 
masse au sein même du spectromètre de masse. Au niveau de cet analyseur, les molécules 
ionisées vont être séparées selon leur rapport masse sur charge (m/z). Alors que certains 
analyseurs fonctionnent au moyen d'un champ électrique, d'autres fonctionnent selon un 
champ magnétique (Lin et al., 2003). Différents analyseurs existent, chacun ayant ses 
propriétés particulières. De manière générale, un analyseur est évalué selon deux critères 
principaux, à savoir sa résolution et sa précision de masse (m/z). La résolution d'un analyseur 
est définie par sa capacité à séparer deux masses différentes. La précision de masse est la 
différence entre la masse théorique d'une protéine ou d'un peptide et la masse mesurée de 
cette protéine ou de ce peptide. La précision de masse s 'exprime en ppm (parts-per-million) et 
est également liée à la résolution de l'analyseur. Ainsi, un instrument possédant une faible 
résolution aura par conséquent une précision de masse plus faible. Les principaux analyseurs 
utilisés en spectrométrie de masse vont à présent être brièvement exposés. 
1 .5. 2. 1 .  Quadrupôle 
L'analyseur de masse de type quadrupôle (Q) est constitué de quatre barres métalliques 
cylindriques disposées parallèlement deux à deux. Un voltage est appliqué à ces barres 
métalliques, où chaque barre adjacente est soumise à une polarité différente. De cette façon et 
à tout moment, deux barres opposées seront chargées positivement tandis que les deux autres 
barres opposées seront chargées négativement. Les ions traversant le quadrupôle auront alors 
une trajectoire particulière en fonction de leur rapport m/z mais également du voltage soumis 
à ces barres métalliques. Ainsi, il est possible de sélectionner des ions dont le rapport m/z est 
intéressant. En effet, si l 'expérimentateur décide de ne sélectionner qu'une gamme 
particulière d'ions chargés, ceux-ci auront une trajectoire stable, et oscilleront tout au long du 
quadrupôle et pourront être envoyés vers un détecteur en fin de parcours. En revanche, les 
ions dont le rapport m/z n 'est pas sélectionné auront alors une trajectoire instable, iront 
s'écraser sur les barres métalliques et seront ainsi éliminés (Figure 1.9) (Lin et al., 2003). Le 
quadrupôle peut également être utilisé selon un mode scan, où le voltage augmente selon une 
gamme d'intensité permettant à chaque instant de ne laisser passer que des ions ayant un 
rapport m/z bien défini (Chalkley, 20 1 0). 
1. 5.2.2. Temps de vol 
L'analyseur de masse de type temps de vol (TOF, Time-Of-Flight) a la capacité d'accélérer 
des groupes d'ions grâce à un champ électrique et de les différencier selon le temps que ceux­
ci prennent pour traverser un tube de vol jusqu'au détecteur (Figure 1 . 10). Les ions partent 
tous avec la même énergie cinétique mais comme ceux-ci ne possèdent pas le même rapport 
m/z, au plus un ion est lourd, au moins vite il traversera le tube de vol. L'analyseur TOF a la 
capacité d'associer à chaque ion une valeur précise de son rapport m/z rien qu'en mesurant le 
temps que cet ion met pour traverser le tube de vol (Cotter, 1 989, Lin et al., 2003, Chalkley, 
20 1 0). De façon à augmenter la résolution d'analyse, le TOF peut également être couplé à un 
réflectron, ce dernier permettant de focaliser les ions n 'ayant pas la même énergie cinétique 
mais dont le rapport m/z est le même. En effet, si deux ions possédant une énergie cinétique 
faiblement différente et possédant le même rapport m/z sont envoyés dans le TOF, l ' ion 
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Figure 1 . 1 1  - Principe du fonctionnement d'un analyseur de type trappe ionique. Les ions provenant de la 
source sont envoyés vers l 'analyseur, où ils seront soumis à un voltage permettant de piéger ces ions au centre de 
l 'analyseur. Ces ions peuvent soit être envoyés vers le détecteur, où leur rapport m/z sera mesuré (analyse MS), 
soit être fragmentés (CID) pour être ensuite envoyés vers le détecteur (analyse MS/MS) (Glish & Vachet, 2003). 
u 
n 
Figure 1 . 1 2  - Principe du fonctionnement de l'analyseur de type « orbitrap ». Les ions envoyés vers l '  
« orbitrap » (parcours rouge) vont osci ller selon leur rapport m/z et  pourront être fragmentés dans une cellule de 
collision afin de réaliser un spectre MS/MS. Dans le cas présent, cet « orbitrap » est couplé à une source de type 
ESI et à un premier analyseur de type quadrupole (Thermo Scientific). 
lnduced current 
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Figure 1 . 1 3  - Principe du fonctionnement de l'analyseur de type cyclotron à resonance des ions (FT-ICR). 
Les ions introduits dans cet analyseur sont soumis à un champ magnétique permettant à ces ions d'osciller au 
centre de cet analyseur. L 'osci l lation est fonction du rapport m/z de chaque ion. Ces ions peuvent ensuite être 
détectés, cette détection apparaissant sous la forme d'un signal électrique. Ce dernier est ensuite converti en un 
spectre de masse grâce au principe de la transformation de Fourier (Consulté le 3 1  octobre 2014, 
http://people.whitrnan.edu/-dunnivfrn/C MS Ebook/CH5/5 5 6.html). 
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possédant la p lus grande énergie cinétique pénetrera plus profondément dans le réflectron 
avant d'être réfléchi  et envoyé vers le détecteur. De cette façon, les ions ayant le même 
rapport m/z arriveront au même moment sur le détecteur. L 'uti lisation d 'un réflectron permet 
notamment d'augmenter la performance de l ' analyseur, que ce soit au niveau de sa réso lution 
ou de la précision de masse qui en résulte (Chalkley, 20 1 0, H irsch et al., 2004) . 
1 .5.2. 3. Trappe ionique 
Un analyseur de type trappe ionique est un apparei l lage permettant de réaliser la sélection, 
l ' i solement et la fragmentation des peptides dans un même endroit (Chalkley, 20 1 0) .  En effet, 
la chambre ou trappe ionique est soumise à un voltage permettant de piéger les ions au centre 
d'une é lectrode circulaire. Ce voltage peut alors être util isé pour envoyer de manière sélective 
les ions vers un détecteur pour analyser leur rapport m/z (analyse MS). L 'expérimentateur 
peut également décider de retenir les ions afin que ceux-ci soient fragmentés en entrant en 
col lision avec un gaz (hélium) pour être ensuite envoyés vers le détecteur, afin de déterminer 
leur séquence en acides aminés (MS/MS) (Figure 1 . 1 1). L'avantage de cet analyseur est sa 
rapidité d 'analyse et son prix peu élevé par rapport aux autres analyseurs d isponib les. En 
revanche, il ne permet pas de fournir une grande précision de masse et ne possède donc pas 
une grande résolution (Aebersold & Mann, 2003) 
1 .5.2. 4. « Orbitrap » 
Un analyseur de type « orbitrap » consiste en une é lectrode externe en forme de tonneau 
renfermant en son centre une seconde é lectrode de forme fusiforme (Figure 1 . 12). De par la 
forme particulière de cet analyseur, les ions injectés dans l' « orbitrap » sont soumis à 
p lusieurs forces les faisant osciller autour de l ' é lectrode centrale . La fréquence de cette 
oscillation dépend du rapport m/z des ions, cette fréquence étant alors détectée et convertie en 
rapport m/z grâce à la transformation de Fourier (Chalkley, 20 1 0, Scigelova et al., 20 1 1 ) .  
L '  « orbitrap » a la capacité de réaliser des spectres MS de grande précision. I l  peut également 
réaliser des spectres MS/MS en envoyant des ions sélectionnés vers un analyseur de type 
trappe ionique normale, où ces ions seront fragmentés puis envoyés vers le détecteur. 
L ' intérêt de cet appareil est qu' i l  peut fournir une très haute résolution d'analyse Uusqu'à 1 50 
000 FWH) ainsi qu'une très bonne précision de masse (2 à 5 ppm) pour les ions précurseurs. 
Cependant, comparé aux autres analyseurs, le temps d'analyse est nettement p lus élevé si l 'on 
veut travailler à haute résolution (Hu et al . ,  2005). 
1.5.2. 5. Spectromètre de masse à transformation de Fourier (FT-ICR) 
Le spectromètre de masse à transformation de Fourier (FT- ICR) est un type d 'analyseur 
faisant partie de la famil le des trappes ioniques, mais uti l isant un champ magnétique de forte 
intensité pour piéger des ions en son centre (Figure 1 . 13). En effet, lorsque les ions sont 
introduits dans cet analyseur, ces derniers vont être soumis au champ magnétique et oscil ler 
autour de ce dernier en fonction de leur rapport m/z. Ainsi, les ions ayant un même rapport 
m/z oscilleront de la même manière et pourront alors être détectés. Cette détection se produit 
sous la forme d 'un signal é lectrique enregistré au niveau de deux p laques détectrices : un 
courant ionique est mesuré lors du passage de ces ions d 'une p laque à une autre (Lin et al . ,  
2003) .  En effet, ce signal est ensuite converti en une valeur de m/z grâce au princ ipe de la 
transformation de Fourier (Scigelova et al . ,  20 1 1 ) .  L 'avantage de cet analyseur de masse est 
sa très grande sensibi l ité, sa très haute résolution et sa grande précision de masse. Cependant, 
cet appareillage n'est que peu utilisé en analyse de routine, de par son coût élevé et sa faible 
capacité à fragmenter les peptides (Marshall et al., 1 998, Aebersold & Mann, 2003). 
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Figure 1 . 1 4 - Principe du fonctionnement du spectromètre de masse hydride de type Q-TOF (Aebersold & 
Mann, 2003). 
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Figure 1 . 1 5  - Principe d u  fonctionnement du spectromètre de masse hybride de type TOF-TOF 
(Aebersold & Mann, 2003). 
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1.5.3. Spectromètres de masse hydrides 
Les différents analyseurs de masse décrits ci-dessus possèdent des caractéristiques leur 
permettant de fournir des informations particulières sur les protéines ou peptides détectés. 
Dans certains cas, la force de plusieurs de ces analyseurs peut être utilisée et combinée afin de 
profiter des avantages qui leurs sont propres. Ces spectromètres de masse hybrides ou 
spectromètres de masse en tandem possèdent des capacités uniques en matière d'analyse des 
biomolécules, permettant notamment de fournir la séquence en acides aminés d'une protéine 
ou d'un peptide et de déterminer son origine taxonomique et tissulaire. 
1 .5. 3. 1 .  Q-TOF 
Un spectromètre de masse de type Q-TOF est, comme son nom l'indique, un spectromètre de 
masse hydride combinant un analyseur de type quadrupôle et un analyseur de type temps de 
vol. En arrivant au niveau du quadrupôle (Q 1), les ions sont sélectionnés selon leur rapport 
m/z. Les ions sélectionnés continuent leur parcours, tandis que les autres ions sont déviés de 
leur trajectoire. Les ions (les peptides ionisés) passent ensuite dans une cellule de collision 
(q2). Dans cette cellule de collision se trouve un gaz noble, principalement de l'argon ou de 
l'hélium. Les ions « mères » vont entrer en collision avec les atomes de gaz, cette collision 
produisant la dissociation des ions « mères » au niveau de leur lien peptidique. Ainsi, un ion 
précurseur donne « naissance » à deux ions « filles », ce principe étant connu sous le nom de 
dissociation induite par collision ou CID (collision-induced dissociation). Les ions « filles» 
sont alors envoyés vers le second analyseur de masse qu'est le TOF. Au niveau de ce dernier, 
ces ions seront séparés selon leur rapport m/z. Leur détection au niveau d'un détecteur en fin 
de parcours permettra alors de créer un spectre de masse caractéristique de ces ions. Cet 
appareillage est couramment utilisé puisqu'il possède une grande sensibilité, une grande 
résolution ainsi qu'une grande précision de masse (Aebersold & Mann, 2003, Lin et al., 2003, 
Chalkley, 20 1 0) (Figure 1 . 1 4) .  
1 .5. 3.2. TOF-TOF 
Une autre forme de spectrométrie de masse en tandem utilise deux analyseurs de masse de 
type temps de vol, séparés l'un de l'autre par une cellule de collision. Dans le premier 
analyseur TOF (TOF 1 ), les ions sont sélectionnés selon leur rapport m/z en fonction du temps 
qu'ils passent dans le tube de vol. Les ions non sélectionnés sont quant à eux déviés de leur 
parcours. Les ions entrent alors dans la cellule de collision, où ils entreront en collision avec 
les atomes d'un gaz inerte tel que l'argon ou l'hélium. Leur dissociation (CID) donnera 
naissance à des ions « filles », ces ions étant ensuite séparés selon leur rapport m/z dans le 
second analyseur TOF (TOF2) (Figure 1 . 1 5) .  Un spectromètre de masse de type TOF-TOF est 
généralement connecté à une source de type MALDI et permet un séquençage très sensible 
des peptides qui le traversent. Cependant, comme le MALDI ne permet de produire que des 
ions monochargés, l 'information obtenue après la cellule de collision n'est pas aussi précise 
qu'avec une ionisation en électrospray (Medzihradszky et al., 2000), cité dans Aebersold & 
Mann, 2003). 
1 .5. 3. 3. Triple Q 
Un spectromètre de masse de type triple quadrupôle (triple Q) est un appareillage hybride 
utilisant 3 quadrupôles placés en série. Cet apparei llage peut avoir différentes fonctions selon 
le mode opératoire utilisé. En effet, le triple Q peut être utilisé afin de mesurer le rapport m/z 
de composés intacts. Dans cette configuration, les deux premiers quadrupôles permettent 
simplement de transmettre les ions vers le dernier quadrupôle, celui-ci fonctionnant selon un 
mode scan et mesurant le rapport m/z de chaque molécule ionisée. Une seconde configuration 
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Figure 1 . 1 6  - Principe du fonctionnement du spectromètre de masse hybride de type triple Q (Aebersold 
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Figure 1 . 1 7  - Principe de l 'approche protéomique « Bottom-up » (A) et « Top-down » (B) (Switzar et al., 
2013). 
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permet à cet appareillage de fragmenter les biomolécules analysées. Dans ce cas, le premier 
quadrupôle sélectionne (Q 1) les ions ayant un rapport m/z spécifique et ces ions sont envoyés 
vers le second quadrupôle (q2) .  Celui-ci fonctionne comme une cellule de collision où les ions 
précurseurs sont fragmentés en ions « filles ». Le dernier quadrupôle (Q3) est enfin utilisé 
selon un mode scan, où le rapport m/z de chaque ion « fille » est déterminé (Chalkley, 20 1 0) 
(Figure 1.16) . 
1.5.4. Identification et analyses des protéines 
Lors d'études protéomiques, différentes approches peuvent être utilisées afin d'identifier et de 
caractériser les protéines et peptides analysés. Alors que la plupart des études protéomiques 
basées sur une analyse en spectrométrie de masse se basent sur l'analyse de peptides issus de 
la digestion enzymatique de protéines, certaines analyses se basent directement sur les 
protéines. L'analyse directe des protéines en spectrométrie de masse dépend principalement 
de la résolution et de la précision de masse de l 'appareill age et donc de sa capacité à réaliser 
une telle analyse. Ces deux approches protéomiques différentes sont plus communément 
appelées approches « Bottom-up » et « Top-down ». 
1. 5. 4. 1. Approche « Bottom-uv » 
L'approche protéomique « Bottom up » consiste en l'analyse de peptides en spectrométrie de 
masse en tandem à partir d'un mélange de protéines ayant été digérées enzymatiquement 
(Figure 1.17 - A). Pour cette approche, les protéines doivent subir plusieurs traitements 
préalables afin de pouvoir être ensuite analysées au spectromètre de masse. Généralement, 
l'enzyme utilisée pour digérer les protéines est la trypsine, même si d'autres protéases 
peuvent également être utilisées. La trypsine a la capacité de produire des fragments 
protéiques d'environ 1 4  acides aminés, en clivant les protéines au niveau C-terminal de leurs 
résidus lysine (K) et arginine (R) (Switzar et al., 20 1 3). L'avantage de cette méthode de 
digestion est qu'elle n'est pas restreinte à une taille limite des protéines et possède une très 
grande efficacité et un haut degré de spécificité, ce qui rend les peptides issus de la digestion 
enzymatique aisément analysables en spectrométrie de masse (Burkhart et al., 20 1 2). Ces 
peptides sont ensuite envoyés vers une chromatographie liquide afin d'être séparés (selon 
divers critères d'hydrophobicité et d'interactions avec la colonne chromatographique). Les 
peptides séparés sont alors analysés grâce à un spectromètre de masse. Soit la configuration 
du spectromètre de masse permet de réaliser une analyse MS (ESI-Q-MS, MALDI-TOF-MS) 
permettant de fournir une information sur la masse de chaque peptide, soit les peptides sont 
analysés grâce à un spectromètre de masse en tandem (ESI-Q-TOF, MALDI-TOF/TOF). 
Dans cette configuration permettant de réaliser des analyses MS/MS, les peptides seront 
fractionnés dans une cellule de collision et les spectres de masses obtenus permettront alors de 
fournir la séquence en acide aminés de chaque peptide analysé (Aebersold & Mann, 2003, Lin 
et al., 2003, Switzar et al., 20 1 3). 
1 . 5.4. 2. Approche « Tov-down » 
L'approche protéomique « Top-down » consiste en l'analyse directe de protéines en 
spectrométrie de masse (Figure 1.1 7  - B). Dans le cas présent, les protéines ne sont donc pas 
digérées de manière enzymatique en solution mais sont plutôt clivées en phase gazeuse. En 
effet, les protéines intactes sont introduites dans le spectromètre de masse où elles vont être 
ionisées puis fragmentées dans une cellule de collision. La fragmentation des protéines peut 
se faire selon différentes méthodes, à savoir la dissociation activée par collision (CAD), la 
dissociation par capture d'électrons (ECD) et la dissociation par transfert d'électrons (ETD) 
(Wu et al., 2007). Le produit de cette fragmentation permet de fournir in fine des informations 
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Figure 1 . 1 8  - Principe du peptide mass fingerprinting. A) Une protéine inconnue est convertie en peptides 
par l 'action d'une enzyme protéolytique, la trypsine par exemple. Ces peptides sont ensuite analysés en 
spectrométrie de masse, et un spectre MS est obtenu. B) Le spectre de masse de la protéine inconnue (A) est 
comparé à des spectres de masses théoriques provenant de protéines digérées in silico en base de données. La 
comparaison entre ces différents spectres de masse (expérimentaux et théoriques) permet l ' identification de la 
protéine inconnue (Graves & Haystead, 2002). 
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biomolécules introduites dans le spectromètre de masse, l 'appareillage utilisé doit être 
fonction de ce paramètre et doit ainsi pouvoir fournir une précision de masse et une résolution 
supérieure. C'est pour ces raisons que la méthode « Top-down » n'est généralement possible 
qu'avec des spectromètres de masse de type Orbitrap ou Cyclotron à résonance des ions (FT­
ICR) (Lin et al., 2003, Switzar et al., 20 13). Cependant, cette approche ne permet pas à 
l'heure actuelle d'analyser des protéines dont le poids moléculaire est supérieur à 50 kDa et 
des progrès doivent dès lors être réalisés au niveau de l'appareillage de façon à dépasser ces 
limitations (Lin et al., 2003, Han et al., 2006, McLafferty et al., 2007). 
1.5.6. Analyses bioinformatiques - recherche en bases de données 
Comme décrit précédemment, la spectrométrie de masse peut être exploitée de façon à 
déterminer le profil protéique/peptidique d'un échantillon et à permettre l'identification des 
protéines présentes dans ce même échantillon. Selon l'analyse réalisée, deux méthodes 
peuvent être utilisées afin de caractériser les biomolécules présentes dans l 'échantillon : la 
méthode PMF (Peptide Mass Fingerprinting) et la méthode PFF (Peptide Fragment 
Fingerprinting) (Barbarini & Magni, 20 1 0). La méthode PMF est réservée à une analyse MS 
( où les peptides sont analysés selon leur rapport rn/z sans être fragmentés) tandis que la 
méthode PFF est réservée à une analyse MS/MS (fragmentation des peptides puis analyse de 
leur rapport m/z). Préalablement à ces méthodes d'analyse, les données brutes acquises par le 
spectromètre de masse sont soumises à différents traitements. De manière générale, le bruit de 
fond de ces données est éliminé et les signaux intéressants sont amplifiés. Chaque charge est 
assignée à un ion et un spectre de masse en bâton est ensuite créé. Enfin, une liste de pics 
(peak list) est générée et le format du fichier est transformé en format d'entrée utilisable par le 
moteur de recherche (par exemple .mgf, .txt, .xml, . . .  ). Les données brutes peuvent alors être 
comparées aux banques de données afm d'identifier les protéines présentes dans l'échantillon 
analysé. 
1. 5. 6. 1 .  Peptide Mass Fingerprinting 
Dans la méthode du Peptide Mass Fingerprinting, les masses peptidiques obtenues lors d'un 
scan MS sont enregistrées et comparées à une liste de masses peptidiques provenant de 
protéines digérées enzymatiquement in silico (Reece et al., 20 1 2). En comparant la masse des 
peptides analysés avec la masse des peptides théoriques, il est possible de déterminer à quelle 
protéine appartient tel ou tel peptide présent dans l'échantillon. Cette comparaison est réalisée 
grâce à un moteur de recherche, qui fait le lien entre les données brutes obtenues par le 
spectromètre de masse et les banques de données. Différents moteurs de recherche peuvent 
être utilisés, notamment MASCOT (www.matrixscience.com), SEQUEST 
(www.sequest.com) ou PHENYX (www.phenyx-ms.com). Cependant, le principe du PMF 
nécessite une mixture relativement pure en protéines car la complexité de "matching" entre 
peptides observés et peptides théoriques augmente avec .la complexité du mélange analysé, 
comme décrit dans Reece et al., 20 12  (Figure 1 . 1 8) .  
1. 5 .  6. 2 .  Peptide Fragment Fingerprinting 
Dans la méthode du Peptide Fragment Fingerprinting, les masses des fragments peptidiques 
obtenues lors d'un scan MS/MS sont utilisées pour déterminer la séquence en acides aminés 
de ces peptides. Une fois la séquence en acides aminés d'un peptide déterminée, il est possible 
de retrouver la protéine d'où provient ce peptide. Plusieurs méthodes permettent de 
déterminer la séquence en acides aminés d'un peptide à partir d'une liste de pics obtenus lors 
d'une analyse en spectrométrie de masse. L'une de ces méthodes consiste en la comparaison 
des masses peptidiques obtenues expérimentalement avec une librairie contenant des listes de 
masses théoriques (générées in silico). Ces masses théoriques sont issues de la digestion 
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Figure 1 . 19  - Principe du peptide fragment fingerprinting. Une protéine inconnue est digérée 
enzymatiquement et les peptides obtenus sont ensuite analysés par une analyse MS/MS. La liste du rapport m/z 
de chaque ion obtenu est alors comparée à une liste théorique. Cette l iste théorique est obtenue grâce à la 
digestion in silico de protéines contenues dans une banque de données. Les peptides théoriques sont ensuite 
fragmentés in silico et les masses de ces fragments peptidiques sont comparées aux masses expérimentales. Cette 
comparaison, réalisée grâce à un moteur de recherche, permet de déterminer l 'origine de la protéine inconnue 
(source : "Applications biologiques de la spectrométrie de masse" par Matias Mailer web : 
http://images. slideplayer.es/2/ 1034 77 4/slides/sl ide 28.jpg). 
INTRODUCTION 
in silico de protéines présentes dans une banque de données. Les peptides théoriques obtenus 
sont ensuite fragmentés in silico et les masses de ces fragments théoriques sont comparées 
aux masses des ions expérimentaux (Figu re 1 . 19). La comparaison entre les masses 
expérimentales et les masses in silico est réalisée grâce à des moteurs de recherche te ls que 
Mascot (Reece et al., 20 1 2) .  De façon a facil iter le processus d ' identi ficat ion, la recherche en 
base de données peut être restreinte à certains critères d'analyse. Par exemple, si les peptides 
analysés sont issus d'une digestion enzymatique utilisant la trypsine, la recherche en base de 
données peut être spécifiquement dirigée vers des protéines ayant été digérées in silico par la 
trypsine. De la même manière, si les échant il lons analysés contiennent des protéines 
d'espèces particulières ( ex : porc, bovin, rongeurs, . . .  ), des bases de données restreintes ne 
contenant que ces espèces peuvent également être utilisées de façon à diminuer le temps 
d'analyse, tel que décrit dans Reece et al., (20 1 2). 
1 .5. 6. 3. Interprétation des résultats 
Une fois la recherche en banque de données terminée, i l  est nécessaire d ' interpréter les 
résultats obtenus. Différents algorithmes vont ainsi déterminer un score d' identi fication entre 
les peptides expérimentaux et les peptides provenant des bases de données. Ce système de 
score est principalement utilisé pour définir le degré de similarité entre les peptides identifiés. 
Ce score est basé sur un calcul de probabi l ité, ce calcul représentant la probabil ité que la 
concordance observée entre un peptide expérimental et un peptide théor ique retrouvé en base 
de données soit due au hasard (Score = - 1 0  x Log (P), où P représente la probabilité) . La 
meil leure concordance entre deux peptides ( et donc qui ne sera pas due au hasard), aura donc 
une faible probabilité et un score élevé. 
Lorsque les données brutes sont analysées, l ' expérimentateur peut choisir de stocker ses 
données dans une p lateforme bio informatique. Parmi les p lateformes disponibles, 
ProteinScape (Bruker) peut être utilisée. Celle-ci permet de centraliser les données 
protéomiques acquises par le spectromètre de masse et de faire le l ien avec les moteurs de 
recherche comme MASCOT. Cependant, les données peuvent également être envoyées vers 
un logiciel protéomique comme Scaffold (Proteome Software) . De manière simi laire à 
ProteinScape, Scaffo ld stocke les données protéomiques et permet à l 'expérimentateur 
d' interpréter les résu ltats MS.  Cependant, l ' interface de Scaffold offre la possibi l ité d 'afficher 
de manière plus  conviviale les l istes de protéines identifiées et permet également à 
l 'expérimentateur d' inclure ses propres conditions de score et d ' identité entre séquences 
peptidiques. Par ai lleurs, Scaffo ld a la capacité d'effectuer des recherches concernant des 
peptides spécifiques à une espèce (via l 'option « simi larity »), cette recherche de peptides 
spécifiques d 'une espèce étant le but principal de ce mémoire. 
1.5. 7. Exemples d'application d'analyses protéomiques particulières 
L' identificat ion de peptides marqueurs spécifiques d'espèces présentes dans des farines 
animales représente une des nombreuses applicat ions d'approches protéomiques basées sur la 
spectrométr ie de masse. Ce type d'analyse protéomique peut notamment être utilisé à des fins 
d' identification et de traçabilité des produits alimentaires comme la viande (Sentandreu & 
Sentandreu, 20 1 1  ) .  C 'est d 'ai l leurs grâce à cette technique que le scandale de la viande de 
cheval a pu être découvert début 20 1 3 . Outre l'aspect règlementaire, l 'analyse spécifique de 
certains de ces produits peut également avoir une connotat ion ethnique et religieuse, surtout 
dans le contexte des v iandes Halal et Casher. En effet, suivant certaines croyances re ligieuses, 
la consommation de nourriture contenant toute forme de porc doit être exclue. Des analyses 
protéomiques basées sur l ' identification de particules de porc dans des viandes de bœuf Halal 
ont par exemple été réalisées, permettant ainsi à ces communautés de respecter leurs 
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croyances (von Bargen et al., 20 1 3) .  De manière plus surprenante, de nombreuses études 
protéomiques sont couramment réalisées dans le domaine de l ' archéologie. En effet, des 
études basées sur d 'anciens parchemins ont permis d' identifier les espèces animales avec 
lesquelles ont été réalisés ces manuscrits, permettant ainsi de retracer l 'histoire de nombreux 
procédés ancestraux (Tonio lo et al., 20 1 2) .  Enfin, la protéomique peut également être utilisée 
afin d'étudier les habitudes alimentaires de peuples anciens, notamment en analysant les 
particules de lait retrouvées sur d'anciennes céramiques (Hong et al., 20 1 2) .  De par ces 
exemples, il est c lair que la protéomique est une approche intéressante et innovatrice 
permettant de répondre à des questions à la fois fondamentales et diversifiées. 
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Objectifs du mémoire 
Comme nous venons de le voir dans cette partie introductive, l ' émergence de 
l'encéphalopathie spongiforme bovine (ESB) dans les années 90 a mis un terme à l'utilisation 
des farines dérivées de produits animaux et destinées à l'alimentation du bétail. En effet, la 
cause de cette épidémie de la« vache folle» fut l'utilisation de farines animales infectées par 
une « protéine infectieuse » appelée protéine prion. Grace aux différentes mesures mises en 
place afin d'éradiquer cette maladie, le nombre de nouveaux cas d'ESB a presque totalement 
disparu. Cependant, pour des raisons économiques et écologiques, la volonté de réintroduire 
certaines de ces farines animales dans l'alimentation du bétail s'est intensifiée ces dernières 
années. De façon à rendre possible cette réintroduction, certaines méthodes analytiques 
permettant d'analyser la composition de ces farines animales ont été développées. Malgré 
l'utilisation de différentes méthodes telles que la microscopie, la PCR ou des méthodes 
immunologiques, la composition exacte de ces farines (origine taxonomique et tissulaire) ne 
peut être déterminée avec prec1s1on. C'est dans ce but qu'une méthode 
peptidomique/protéomique utilisant la spectrométrie de masse a été développée afin de 
dépasser ces limitations. En effet, de par sa grande résolution, la spectrométrie de masse a le 
pouvoir de fournir une identification à la fois taxonomique et tissulaire des protéines présentes 
dans les farines animales. Ce mémoire est donc divisé selon trois grands axes principaux : 
1. La première partie de ce mémoire vise à analyser de manière sans a priori les 
différentes farines animales (farines de bœuf, de porc, de mouton et de volaille) mises 
à notre disposition. Au moyen de différentes méthodes d'extractions protéiques, 
suivies d'une étape de trypsinisation, les mélanges obtenus sont analysés en 
spectrométrie de masse, le but étant de trouver dans ces différentes farines des 
peptides marqueurs d'espèces spécifiques. De cette façon, ces peptides pourront 
ensuite être utilisés afin de développer des anticorps destinés à réaliser des tests 
immunologiques (ELISA). De cette manière, l'origine des farines animales pourra être 
déterminée. La sensibilité de cette méthode peptidomique/protéomique, c'est-à-dire sa 
capacité à détecter la présence de particules contaminantes d'une espèce dans une 
farine« pure » d'une autre espèce, sera également évaluée. 
2. La deuxième partie de ce mémoire vise à simplifier et raccourcir tout le protocole de 
traitement des échantillons en vue d'un transfert vers des laboratoires et agences de 
sécurité alimentaire, tout en préservant au maximum la puissance et la résolution de 
l'analyse MS/MS. Le temps demandé à de telles analyses protéomiques est crucial et 
sera donc évalué afin de le réduire tout en fournissant un maximum de données 
utilisables. 
3. La troisième partie de ce mémoire vise à réaliser des tests ELISA sur certains peptides 
marqueurs d'espèces sélectionnés. Ces tests ELISA sont réalisés en collaboration avec 
le Centre <l'Economie Rurale (CER) de Marloie. 
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Tableau 2 . 1  - Liste des échantillons NIFES et CRA-W utilisés comme support analytique. 
Numéro de l 'échantillon Description de l 'échantillon 
N 0 1  Farine de sang de volaille 
N 02 Farine de sang de volaille 
N 03 Farine de sang de volaille 
N 04 Farine de sang de volaille 
N OS Farine de volaille 
N 06 Farine de volaille 
N 07 Farine de volaille 
N OS Farine de volaille 
N 09 Farine de plume 
N 1 0  Farine de plume 
N l l Farine de plume 
N 1 5  Farine de porc 
N 1 6  Farine de porc 
N 17  Farine de porc 
N 20 FVO bovine (carcasse) (133°C) 
N 2 1 Farine de viande (muscle) bovine ( 1 33°C) 
N 22 FVO de mouton (carcasse) (133°C) 
N 23 Farine de viande (muscle) de mouton ( 133°C) 
C' Farine de porc 
G' Farine de boeuf 
J Farine de porc 
K Farine de boeuf 
Végétal Farine végétale - alimentation pour chevaux 
Tableau 2.2 - Matériel et réactifs utilisés pour l 'extraction protéique au TCA-Acétone. 
Echantillons de farine animale 
TCA : Acide trichloroacétique (Merck, USA) 
DIT: Dithiothréitol (Sigma-Aldrich, USA) 
Acétone (Merck, USA) 
Eau distillée 
DLA : 
- Urée 7 M (Merck, USA) 
- Thiourée 2 M (GE Healthcare, UK) 
- Tris 30 mM (Sigma, USA) 
- Chaps 4 % (Aldrich, USA) 
Vortex 
Centrifugeuse ( 1-l 5PK Refrigerated Microcentrifuge, Sigma, USA) 
Thermomixer (Eppendorf Thermomixer® comfort, Eppendorf, German y) 
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2. Matériel et méthodes 
2. 1 .  Echantillons 
L'ensemble des échantillons de farines animales sur lesquels sont basées les analyses 
peptidiques décrites dans ce mémoire provient en partie du département Valorisation des 
productions du Centre wallon de Recherches Agronomiques de Gembloux (CRA-W) et en 
partie du National Institut of Nutrition and Seafood Research de Norvège (NIFES). Avant 
d'être utilisés pour la partie peptidomique, des analyses PCR ont été réalisées sur ces 
échantillons au CRA-W. Ces échantillons de farines animales sont de différentes natures : 
farines de viande et d'os (FVO) de volaille, de porc, de mouton, de bovin, farines de plume et 
de sang de volaille, farines de viande de bovin et de mouton (Tableau 2.1 ) .  Ces échantillons 
de farines ont préalablement été traités selon des conditions de durée, de température et de 
pression définies par la Commiss ion Européenne (EC N° 1 774/2002), à savoir 20 min -
1 33°C - 3 bars pour les farines de mammifères et 20 min - 1 2 1  °C - 3 bars pour les farines de 
volaille. Afin d'obtenir une granulométrie des particules similaire et de faciliter l'extraction 
protéique, les échantillons ont également été broyés à 0,5 mm au moyen d'un mou lin ZM 200 
(Retsch, Allemagne). 
2.2. Extraction protéique 
L'extraction protéique des farines animales constitue la première étape de la méthode 
peptidomique décrite dans ce manuscrit. En s'inspirant de la littérature et du projet 
PeptidoGénomique (RF N° l l /6243, thèse d'Hélène Marbaix), 3 protocoles d'extraction 
protéique (HCl, TCA-Acétone et SDS-Tris) ont été testés sur les différents échantillons de 
farine à notre disposition (Seddon et al., 2004, Jiang et al., 2007, Mechin et al., 2007, Buckley 
et al., 2008). L'étape d'extraction protéique est cruciale puisqu'elle permet d'obtenir, à partir 
d'un échantillon de farine, un extrait protéique plus ou moins concentré en fonction de 
l 'efficacité de la méthode utilisée . Ces extraits protéiques seront ensuite purifiés, concentrés, 
digérés et analysés au spectromètre de masse, comme décrit dans la suite de la section 
Matériel et Méthodes. 
2.2.1. Extraction TCA-Acétone 
2.2.1 . 1 .  Principe : 
La méthode d'extraction utilisant le TCA-Acétone est une méthode dite « sans a priori», 
puisqu'el le permet d'extraire les protéines de la manière la plus large possible. Cette méthode 
d'extraction protéique est très utilisée et permet d'extraire efficacement les protéines 
présentes dans une farine animale. L'uti lisation combinée du TCA (acide trichloroacétique) à 
un solvant organique tel que l 'acétone (volatile et donc facilement éliminé par simple 
évaporation) a l'avantage de faire précipiter les protéines sans pour autant les dénaturer. 
L'extraction protéique au TCA-Acétone permet également de dessaler les échantillons, 
rendant ainsi ces extraits compatibles lors d'analyses en spectrométrie de masse (Jiang et al., 
2004). 
2.2. 1 .2. Matériel : Se référer au tableau 2.2. 
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2.2. 1 .3. Méthode : 
Trois solutions sont nécessaires à la réalisation de cette étape de précipitation protéique. Ces 
trois solutions doivent être conservées à - 20°C au moins une heure avant leur utilisation et la 
solution 1 doit être préparée fraichement. 
Solution 1 :  1 0  g de TCA et 0,3 g de dithiothréitol (DTT) dans 1 00 ml d'acétone froid 
(= solution 1 0  % TCA). 
Solution 2 :  0,3 g de DTT (dithiothréitol) dans 1 00 ml d'acétone froid (= solution 1 00 % 
acétone). 
Solution 3 :  0,3 g de DIT et 1 0  ml d'eau milliQ dans 90 ml d'acétone froid (= solution 90 % 
acétone). 
Une solution de DLA doit également être préparée au préalable et stockée à - 20°C en vue de 
son utilisation. Pour réaliser cette solution, 1 0,5 g d'urée et 3,8 g de thiourée sont pesés et 
dissous dans de l 'eau milliQ pour atteindre un volume légèrement inférieur à 25 ml. Une fois 
ces réactifs complètement dissous, 9 1  mg de Tris et 1 g de CHAPS sont ajoutés à la solution. 
Une fois cette solution entièrement solubilisée, de l'eau milliQ est ajoutée jusqu'à obtenir 
25 ml de solution fmale. Cette solution de DLA terminée est alors aliquotée dans différents 
tubes Eppendorf. 
Pour réaliser cette extraction protéique au TCA-Acétone, 200 mg de farine animale sont 
homogénéisés avec 1 ,8 ml de solution 1 dans un tube Eppendorf de 2 ml, et stockés à - 20°C 
pendant 3 heures. Pour que l'extraction protéique soit la plus efficace possible, l 'échantillon 
est vortexé toutes les 1 0  minutes pendant la première demi-heure. L'échantillon est ensuite 
centrifugé à 1 6  000 g à 4 °C pendant 1 0  minutes. Le surnageant est éliminé, tandis que le culot 
est resuspendu dans 1 ,8  ml de solution 2 puis stocké la nuit à - 20°C. Le lendemain, 
l'échantillon est à nouveau centrifugé à 1 6  000 g à 4°C pendant 1 0  minutes, le surnageant 
décanté et le culot resuspendu dans 1 ,8  ml de solution 2 puis conservé à - 20°C pendant 
1 heure (cette étape est répétée 2 fois). L'échantillon est alors centrifugé à 16 000 g à 4°C 
pendant 1 0  minutes, puis le surnageant est éliminé et le culot resuspendu dans 1 ,8 ml de 
solution 3.  Après avoir été stocké à - 20°C pendant 1 heure, l'échantillon est à nouveau 
centrifugé à 1 6  000 g à 4°C pendant 1 0  minutes, décanté et laissé quelques minutes à l'air 
libre de façon à ce que l 'acétone s'évapore un maximum. Le culot est alors resuspendu dans 
300 µI de DLA. Cette solution de DLA (urée 7 M, thiourée 2 M, Tris 30 mM & CHAPS 4 %), 
de par sa composition, aura pour but principal de solubiliser les protéines contenues dans le 
culot. Pour que ce processus soit optimal, l 'échantillon est agité au moyen d'un thermomixer 
à 1 400 rpm à 1 2°C pendant 1 heure. L 'échantillon est stocké la nuit à - 20°C. Le lendemain, 
l'échantillon est centrifugé à 16  000 g à 4 °C pendant l O minutes puis le surnageant récolté 
dans un nouvel Eppendorf en vue de doser la concentration en protéines (voir 2.3). Dans le 
cas où l 'échantillon n'est pas directement utilisé pour d'autres analyses, celui-ci doit être 
conservé à -20°C. 
2.2.2. Extraction SDS-Tris 
2.2.2. 1 .  Principe : 
La méthode d'extraction protéique utilisant le SDS-Tris est, au même titre que l' extraction 
TCA-Acétone, une méthode dite« sans a priori» puisqu'elle permet également d'extraire les 
protéines de la manière la plus vaste possible. Le SDS est un détergent ionique ayant pour but 
de solubiliser les protéines présentes dans les échantillons de farine. Le Tris, quant à lui, joue 
le rôle de tampon, de façon à ce que le pH de l'échantillon ne varie que peu (pH = 8,8). 
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Tableau 2.3 - Matériel et réactifs utilisés pour l'extraction protéique au SOS-Tris. 
Echantillons de farine animale 
SDS (MP Biomedicals, LLC, USA) 
Tris (Sigma, USA) 
Eau distillée 
Tube Eppendorf 2 ml 
Bain-marie 
Vortex 
Centrifugeuse (1 - 1 5PK Re:frigerated Microcentrifuge, Sigma, USA) 
Thermomixer (Eppendorf Thermomixer® comfort, Eooendorf, Germany) 
Tableau 2.4 - Matériel et réactifs utilisés pour l 'extraction protéique à l 'HCl. 
Echantillons de farine animale 
HCl 1 2  M (HCI fumant) 
Eau distillée 
DLA : 
- Urée 7 M (Merck, USA) 
- Thiourée 2 M (GE Healthcare, UK) 
- Tris 30 mM (Sigma, USA) 
- Chaps 4 % (Aldrich, USA) 
Glace 
Vortex 
Centrifugeuse (1 -15PK Re:frigerated Microcentrifuge, Sigma, USA) 
Thermomixer (Eppendorf Thermomixer® comfort, Eppendorf, Germany) 
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2.2.2. 2. Matériel : Se référer au tableau 2.3 . 
2.2. 2. 3. Méthode : 
Une solution de SDS 2 % - Tris 1 M est préalablement préparée en vue de l'extraction 
protéique. Pour 20 ml de solution, 2,42 g de Tris et 0,4 g de SDS sont solubilisés dans un 
volume adéquat d'eau milliQ. La solution de SDS est ensuite chauffée au bain-marie à une 
température d'environ 80 - 90°C et 1 , 8  ml de cette solution chaude sont ajoutés à 200 mg de 
farine préalablement pesés dans un tube Eppendorf de 2 ml. L'échantillon est homogénéisé au 
moyen d'un vortex et incubé à 80 - 90°C au bain-marie pendant 1 0  minutes. L'échantillon est 
ensuite agité au thermomixer à 1 400 rpm à 20°C pendant 1 heure. L'homogénat protéique est 
enfin centrifugé à 1 6  000 g à 1 2°C pendant 1 0  minutes puis le surnageant récolté dans un 
nouvel Eppendorf en vue de doser la concentration en protéines (voir 2.3). Dans le cas où 
l'échantillon n'est pas directement utilisé, celui-ci doit être conservé à 4°C. 
2.2.3. Extraction HCL 
2.2. 3. 1 .  Principe : 
La méthode d'extraction protéique utilisant l 'HCl est une méthode dite avec « a prion » 
puisque l 'HCl est principalement utilisé pour extraire de manière préférentielle les collagènes 
présents dans les farines animales. Pour rappel, une farine animale est un mélange complexe 
constitué de nombreuses particules animales dérivées de différents tissus et organes dont les 
muscles, la graisse et les os. Les os sont composés de différents types cellulaires retenus dans 
une matrice osseuse. Cette matrice osseuse elle-même est composée de deux parties, à savoir 
une partie minérale constituée d'hydroxyapatite et une partie organique constituée 
principalement de collagènes et de protéoglycanes (Jiang et al., 2007). Comme l'HCl est un 
acide fort, il a le pouvoir de déminéraliser les os en s'attaquant à la partie minérale de l'os. Ce 
faisant, les protéines contenues dans cette matrice, et notamment les collagènes, peuvent alors 
être plus facilement récupérées. C'est dans cette optique que cette méthode d'extraction 
protéique est appelée avec « a priori », même si l'HCl a également le pouvoir d'extraire 
d'autres protéines contenues dans les farines animales, au même titre que les collagènes. 
2.2. 3. 2. Matériel : Se référer au tableau 2.4. 
2.2.3. 3. Méthode : 
Pour réaliser l'extraction protéique à l 'HCl, 40 mg de farine animale sont homogénéisés avec 
950 µl d'eau milliQ et 50 µl d'HCl 12  M. L'échantillon est vortexé environ toutes les 3 heures 
et est conservé à température ambiante pendant 48 heures. L'échantillon est ensuite centrifugé 
à 1 6  000 g à 4 °C pendant 1 0  minutes, puis le surnageant est éliminé. Le culot restant est alors 
rincé dans 1 ml d'eau milliQ glacée. L'échantillon est incubé sur glace (4°C) pendant 
1 5  minutes, puis est centrifugé à 1 6  000 g à 4 °C pendant 1 0  minutes puis le surnageant est 
éliminé. Ce lavage du culot est répété 3 fois de façon à éliminer toute trace d'HCI. Le lavage 
du culot dans de l' eau glacée à également l'intérêt de permettre une meilleure précipitation 
des protéines contenues dans l'échantillon analysé. Une fois ces 3 lavages réalisés, 
l'échantillon est centrifugé à 1 6  000 g à 4°C pendant 1 0  minutes. Le surnageant est alors 
éliminé et le culot resuspendu dans environ 1 00 µl de DLA (urée 7 M, thiourée 2 M, Tris 
30 mM & CHAPS 4 %) de façon à solubiliser les protéines. L'échantillon est ensuite agité au 
moyen d'un thermomixer à 1 400 rpm à l 2°C pendant 20 minutes. L'échantillon est à 
nouveau centrifugé à 1 6  000 g à 1 2°C pendant 1 0  minutes et son surnageant récolté dans un 
nouveau tube Eppendorf en vue de doser la concentration en protéines (voir 2.3) . Dans le cas 
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Tableau 2.5 - Matériel et réactifs utilisés pour réaliser le dosage protéique des échantillons. 
Echantillons protéiques 
Etalon protéique BSA, 2 µg/µl (Bovin Serum Albumine, Pierce, Thermo Scientific, USA): 
- Droite d'étalonnage : 
A :  1 0  µl H2O + 0 µl d'étalon (0 µg/µl) 
B :  1 0  µ I  H2O + 0 µl d'étalon (0 µg/µl) 
C : 9 µl H2O + l µl d'étalon 0,5 µg/µl (0,5 µg/µ I) 
D :  8 µ I  H2O + 2 µl d'étalon 0,5 µg/µl ( 1  µg/µl) 
E : 9 µl H2O + 1 µ1 d'étalon 2 µg/µI (2 µg/µl) 
F : 7,5 µl H2O + 2,5 µl d'étalon 2 µg/µl (5 µg/µl) 
G : 5 µ I  H2O + 5 µl d'étalon 2 µg/µ I ( 1 0  µg/µl) 
- Blanc (en double): 
9 µl H2O + 1 µl de tampon d'extraction 
- Echantillons (en double): 
9 µl H2O + l µl d'échantillon (dilué ou non) 
Eau distillée 
Agent bloquant IDCR (Ionie Detergent Compatibility Reagent) 
Réactif de Pierce (Pierce 1 M BCA Protein Assay kit, USA) 
Plaque 96 puits 








0 2 4 6 8 1 0  
Concentration (µg/µ1) 
Figure 2.1 - Exemple type d'une courbe d'étalonnage. 
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où l'échantillon n'est pas directement utilisé pour d'autres analyses, celui-ci doit être 
conservé à -20°C. 
2.3. Dosage de la concentration en protéines 
Le dosage de la concentration totale en protéines d 'un échantillon de farine animale est réalisé 
par la méthode de Pierce. La méthode de Pierce est un dosage calorimétrique basé sur le 
changement d'absorbance d'un composé coloré suite à sa liaison aux protéines contenues 
dans l'échantillon, l ' absorbance étant mesurée à 660 nm au moyen d'un spectrophotomètre. A 
partir d 'un réactif de couleur brune, la coloration du composé devient verdâtre en fonction de 
la concentration en protéine. C'est en fait la déprotonation du composé coloré à un pH faible 
et sa liaison aux acides aminés chargés positivement (lysine, arginine et histidine) qui cause 
ce changement de couleur. L ' intérêt de cette méthode de quantification des protéines est sa 
compatibilité avec la plupart des détergents et agents réducteurs pouvant se trouver dans 
l'échantillon. De plus, un additif (IDCR - Ionie Detergent Compatibility Reagent) rajouté 
dans le colorant Pierce rend ce dernier d'autant plus compatible avec de plus fortes 
concentrations en détergents, tels que le SDS utilisé lors de l'extraction protéique au SDS­
Tris. 
Le dosage de la concentration des protéines s 'effectue en plaque 96 puits, avec une colonne 
réservée à la droite d'étalonnage, une colonne réservée aux blancs et les colonnes suivantes 
réservées aux échantillons à doser. Pour déterminer la concentration des protéines, une droite 
d'étalonnage est réalisée. Cette droite est obtenue en mesurant l'absorbance d'une protéine 
standard (Albumine Sérique Bovine, BSA) à différentes concentrations (Tableau 2.5 & 
Figure 2.1) .  En reportant la valeur d'absorbance de chaque échantillon sur cette droite 
d'étalonnage et au moyen de l'équation de la droite (y = ax + b, où y représente l 'absorbance 
et x la concentration en protéines), il est alors possible de déterminer la concentration 
protéique des échantillons. De manière générale, la concentration des échantillons se réalise 
en double ( 1  µl d 'échantillon + 9 µl d'eau), dont une moyenne est calculée. Un blanc, qui 
correspond au tampon d 'extraction utilisé (DLA par exemple), est également réalisé en double 
( 1  µl de tampon d 'extraction + 9 µl d'eau). Sa valeur d'absorbance est déduite de la valeur 
moyenne d'absorbance obtenue pour chaque échantillon de façon à obtenir une concentration 
protéique la plus précise possible. La solution Pierce est ajoutée à raison de 1 50 µl par puits, 
la plaque étant ensuite mise à l ' obscurité environ 5 minutes avant sa lecture à 660 nm au 
spectrophotomètre 
2.4. Purification des protéines par la méthode de "Clean-Up" 
Après chaque extraction protéique, une étape dite de "Clean-Up" est réalisée, ce 
"Clean-Up" étant une étape supplémentaire à la préparation de l'échantillon analysé. En effet, 
l'étape de "Clean-Up" est principalement utilisée pour éliminer les différentes molécules de 
tampon, les phospholipides, les polysaccharides et les lipides présents dans l'échantillon après 
l'extraction protéique. Le fait d'éliminer ces constituants permettra notamment une meilleure 
migration des protéines lorsque celles-ci seront utilisées pour analyser leur profil protéique 
sur un gel d 'électrophorèse. Outre le fait d'éliminer ces contaminants, l 'étape de 
"Clean-Up" permet également de concentrer et de faire précipiter les protéines contenues dans 
l'échantillon analysé. Enfin, le "Clean-Up" permet aussi également d'éliminer les détergents 
pouvant se trouver dans l'échantillon protéique, de façon à rendre compatible ceux-ci avec 
l' analyse en aval en spectrométrie de masse. 
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Tableau 2.6 - Matériel et réactifs utilisés pour la réalisation de l 'étape de "Clean-Up". 
Echantillons protéiques 
Kit Clean-Up (2D Clean-Up Kit, GE Healthcare, USA) 
Eau distillée 
DLA : 
- Urée 7 M (Merck, USA) 
- Thiourée 2 M (GE Healthcare, UK) 
- Tris 30 rnM (Sigma, USA) 
- Chaps 4 % (Aldrich, USA) 
RapiGest 0.2 % (RapiGest1M SF Surfatant, Waters, USA) : 
Préparation 
- Fiole de Rapigest + 1 00 µl de TD50 = Rapigest 1 % 
- Faire des aliquots de 1 0  µ1 1 % 
- Rajouter 40 µI de TD 50 à l'aliquot de 1 0  µ1 1 % pour avoir du Rapigest 0,2 % 
Vortex 
Centrifugeuse ( 1 -l 5PK Refrigerated Microcentrifuge, Sigma, USA) 
Thermomixer (Eppendorf Thermomixer® comfort, Eppendorf, Germany) 
Bloc chauffant 
Tableau 2.7 - Matériel et réactifs util isés pour réaliser les étapes d'électrophorèse, de coloration et de scan 
du gel. 
Electrophorèse 
Tampon Tris 0, 1 M pH 8,5 - 8,9 
Préparation 
- 800 ml d'eau 
- 30 g de Tris-aminométhane ( 1 2 1 , 1 4 g/mol) 
- 1 44 g de Glycine 
- 1 0  g de SDS 
DTT (Sigma-Aldrich, USA) 
Extraits protéiques 
Tampon NuPAGE bleu - LDS Sample Buffer (Novex by LifeScience, USA) 
Gel acrylamide 1 8  % (Novex® 1 8  % Tris-Glycine Gel, Novex by LifeScience, USA) 
Cuve d'électrophorèse (Novex minicell, Invitrogen, USA) 
Etalon protéique (SeeBlue® Plus 2 Prestained Standard protein kit) 
Minispin (Eppendorf, Germany) 
Bloc chauffant 
Vortex 
Coloration au Krypton et Scan 
Solution de fixation : 
- Ethanol (Merck, USA) 
- Acide acétique (Merck, USA) 
- Eau distillée 
Krypton (Krypton I M Prote in stain 1 0  %, Thermo Scientific, USA) 
Solution de décoloration 
- Acide acétique (Merck, USA) 
- Eau distillée 
Typhoon (Typhoon 9420, Amersham Biosciences, GE) 
- � - - - ---------------------------, 
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De manière pratique, le kit "Clean-Up" offre la possibilité de réaliser deux types de 
procédures pour purifier et concentrer les protéines. Dans le cadre de ce mémoire, c'est la 
procédure A qui est exclusivement utilisée (voir kit Clean-Up). Il est important de noter qu'en 
fin de "Clean-Up", le culot de protéines est soit resuspendu dans une solution de DLA pour 
l'analyse sur gel, soit resuspendu dans une solution de RapiGest 0,2 % pour les échantillons 
destinés à une digestion en milieu liquide suivie par une analyse en spectrométrie de masse 
(Tableau 2.6.). L'intérêt d'utiliser le RapiGest est qu'il a la capacité de solubiliser les 
protéines et de les rendre plus accessibles à l'action enzymatique, ce qui favorise l'efficacité 
et le temps de digestion enzymatique. Le RapiGest est également compatible avec les 
analyses en spectrométrie de masse et avec la trypsine utilisée comme enzyme de digestion 
protéique. Une étape de dosage des protéines est également réalisée en fin de "Clean-Up", de 
façon à évaluer la concentration des échantillons ainsi que le rendement du "Clean-Up". Cette 
étape de dosage est également réalisée à l'aide du réactif de Pierce, comme décrit au point 2.3. 
2.5. Analyse du profil protéique sur gel 
Après chaque étape d'extraction protéique et de purification des extraits à l'aide du kit 
"Clean-Up", les protéiques extraites sont déposées sur un gel d'électrophorèse. Le but de cette 
manipulation est principalement d'évaluer le profil protéinique général des échantillons 
analysés. Grace à un étalon protéique déterminé, l'expérimentateur peut ainsi obtenir une 
évaluation approximative de la gamme des protéines de l'échantillon en se basant sur leur 
poids moléculaire. 
2.5.1. Electrophorèse 
2.5. 1. 1 .  Principe : 
Lors de l'électrophorèse des échantillons protéiques, les protéines chargées sur le gel sont 
séparées selon leur poids moléculaire. Ainsi, les protéines ayant un haut poids moléculaire 
migreront moins vite dans le gel par rapport aux protéines possédant un faible poids 
moléculaire. L'électrophorèse est donc utilisée pour fournir un aspect visuel des différentes 
protéines contenues dans l'échantillon analysé. Il est d'ailleurs possible de prélever chaque 
bande protéique de manière individuelle par un robot, le Spot-Picker, pour réaliser une 
digestion "in-gel" des protéines en vue de leur analyse MS. Cependant, pour des raisons 
pratiques, cette technique n'a pas été utilisée dans la suite de ce mémoire. 
2. 5. 1 .2. Matériel: Se référer au tableau 2.7. 
2. 5. 1 . 3. Méthode : 
Un gel acrylamide 1 8  % précoulé est utilisé pour réaliser cette électrophorèse. Deux étapes de 
préparation - des solutions et des échantillons - sont réalisées au préalable de l'étape 
d'électrophorèse proprement dite. Deux solutions sont préparées, à savoir le tampon 
d'électrophorèse (Tris 0, 1 M) et une solution de DTT 0,5 M. Pour 1 litre de tampon 
d'électrophorèse, 30 g de tris-aminométhane ( 1 2 1 , 1 4  g/mol), 1 44 g de glycine et 1 0  g de SDS 
sont solubilisés dans 800 ml d'eau. Une fois solubilisée, le pH de la solution est mesuré et 
réajusté si nécessaire de façon à être compris entre 8,5 et 8,9. Ensuite, de l'eau est ajoutée 
jusqu'à obtenir 1 litre de tampon. Pour réaliser la solution de DTT, 0, 1 54 g de DTT est 
solubilisé dans 2 ml d'eau. 
L'étape suivante consiste en la préparation des échantillons. Dans un nouvel Eppendorf, 
1 5  µg de protéines de chaque échantillon sont prélevés et un certain volume de tampon Tris 
0, 1 M ajouté de façon à obtenir un volume de 1 2  µ1. A ces 1 2  µ1 sont ajoutés 4 µl de tampon 
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Tableau 2.8 - Matériel et réactifs utilisés pour réaliser l'étape de digestion liquide. 
Echantillons protéiques 
DTI (Sigma-Aldrich, USA) 
Iodoacétamide 40 mM 
CaCb 
Trypsine (Trypsin Gold 1 µg/µl, Mass Spectrometry Grade, Promega, USA) 
Acide trifluoroacétique (Bisolve BV, Netherlands) 
Vortex 
Thermomixer (Eppendorf Thermomixer® comfort, Eppendorf, German y) 
Minispin (Eppendorf, Germany) 
Fiole de spectrométrie de masse 
Sonicateur (Hielscher Ultrasound Technologv, USA) 
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NuPAGE bleu et 1 ,6 µl de DTT 0,5 M. Le DTT a la fonction de prévenir la format ion de 
ponts disulfures et permet donc de conserver les protéines dans un état déplié. Les 
échantillons sont vortexés puis passés quelques secondes à la minisp in avant d'être chauffés à 
85°C pendant 2 minutes. Les échant i llons sont ensuite centrifugés pendant 1 0  minutes à 
1 300 rpm. Les gels précoulés sont p lacés dans la cuve d'électrophorèse avec du tampon 
d'électrophorèse dilué 1 0  fo is (80 ml de tampon d ilué dans 720 ml d'eau), 1 0  µl d'étalon 
protéique est ajouté dans le premier puits du gel et la totalité de l 'échantil lon préparé (à savoir 
1 5  µg de protéines) est chargée dans les autres puits du gel. La migration des protéines 
s'effectue à 1 25 V pendant environ 2 h. 
2.5.2. Coloration du gel et révélation 
Pour colorer les gels réalisés, tro is solutions sont nécessaires : 
solution de fixation : 40 % éthanol - 1 0  % d'acide acétique - 50 % d'eau 
solution de coloration : 1 0  % de Krypton - 90 % d'eau 
solution de déco loration : 5 % d'acide acét ique - 95 % d'eau 
Une fois l 'électrophorèse terminée, le gel est enlevé du système et démoulé de la plaque. Le 
gel est ensuite trempé deux fo is 30 minutes dans la solution de fixat ion, puis est rincé 
5 minutes dans de l 'eau. Le gel est ensuite passé dans la solution de coloration jusqu'au 
lendemain, de façon à ce que les protéines soient bien marquées au Krypton. Le lendemain, le 
gel est placé 5 minutes dans la solution de déco loration puis rincé deux fo is 1 5  minutes dans 
de l 'eau. Le gel peut alors être scanné au Typhoon. 
2.6. Digestion en milieu liquide 
Les échanti l lons dont le culot a été resuspendu dans du RapiGest 0,2 % en fin de 
"Clean-Up" sont destinés à une d igestion enzymatique, en vue d'analyser au spectromètre de 
masse les peptides contenus dans ces échant illons. La digestion enzymatique des protéines est 
une étape nécessaire, puisque le spectromètre de masse ne peut identifier avec précision la 
masse d'une protéine, surtout si cette dernière est d'une tai l le conséquente. Le but est donc de 
fragmenter, à l ' aide d 'une enzyme, les protéines contenues dans les échant illons en un certain 
nombre de peptides. De façon à obtenir une digestion enzymat ique optimale, différentes 
étapes de préparation de l ' échanti l lon sont nécessaires. I l  est important de faire remarquer que 
la majorité des étapes décrites ci-dessous se déroulent dans une « sal le blanche » afin de 
minimiser de possibles contaminations des échanti l lons (kératine, poussières, . . .  ) tout en 
conservant un environnement "stable" d'expérience. 
La première étape consiste en une réduction des protéines grâce à du DIT 1 0  mM (à partir 
d'un stock 1 M), ce dernier empêchant les protéines de former des ponts d isulfures. Les 
échanti llons sont incubés pendant 45 minutes à 37°C sous une agitation de 500 rpm en 
présence du DTT. La deuxième étape consiste en une alkylation des protéines au moyen 
d'une solution d' iodoacétamide 40 mM (à partir d 'un stock 550 mM) . L ' iodoacétamide est un 
agent alkylant ayant la capacité de se l ier de façon covalente aux groupes thio ls des protéines, 
les empêchant également de créer des ponts disu lfures. Les échant illons sont incubés dans 
l 'obscurité pendant 45 minutes à 37°C sous une agitation de 500 rpm. La troisième et dernière 
étape de ce processus consiste en la digestion enzymat ique des échanti l lons par la trypsine 
(trypsinisation) .  Pour ce faire, du CaCb à une concentration de 1 mM (à partir d'un stock de 
1 00 mM) est ajouté aux échantil lons. Le CaCb aurait la fonction d'augmenter l ' activité de la 
trypsine. Cette trypsine (qui c l ive les protéines au niveau de la partie C-terminale des acides­
aminés lysine et arginine) est ensuite ajoutée aux échant i l lons selon un rapport de 
concentrat ion trypsine/échantil lon de 1 /20 (Marbaix et al., en préparation) (Tableau 2.8.). Les 
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échantil lons sont alors incubés pendant un certain temps (différents temps d ' incubation ont 
été testés) à 37°C sous une agitation de 300 rpm. Une fois le temps d' incubation avec la 
trypsine terminé, la réaction enzymatique est stoppée par l 'ajout de 0,5 µ1 d 'une solution 
d'acide trifluoracétique (TFA). Le pH des échanti l lons est à ce moment évalué et doit être 
inférieur à 2 .  Les échantillons sont incubés pendant 45 minutes à 37°C sous une agitation de 
300 rpm. Les échant illons sont enfin centrifugés à 1 300 rpm pendant 1 0  minutes puis le 
surnageant est récupéré et transféré dans une fio le avant injection dans le spectromètre de 
masse. Les échantil lons sont soit conservés à 4°C ou à - 20°C dans le cas où ces derniers ne 
sont pas directement injectés dans le spectromètre de masse. 
L'un des objectifs de ce mémoire est de développer une méthode d'analyse de routine 
permettant d'être uti l isée dans des laboratoires et agences de sécurité alimentaire. Dans ce but, 
la réduct ion du temps de digestion enzymatique a été évaluée. Les premières étapes de 
réduction et d'alkylat ion sont ou non conservées puis la trypsine est ajoutée. Cependant, au 
l ieu d' incuber les échanti l lons pendant 5 heures, ces échantillons sont soniqués pendant 1 à 2 
minutes (ampl itude : 60, Cycle : 1 ), puis la réaction est stoppée par du TFA. Le reste du 
protocole est également conservé. 
2.7. Analyse des échantillons par spectrométrie de masse en tandem 
Les farines animales analysées dans le cadre de ce mémoire représentent des échant i l lons 
complexes, comportant un grand nombre de protéines animales. Afin de permettre une 
identification basée sur l 'origine taxonomique et tissulaire de ces part icules, l 'analyse des 
peptides en spectrométrie de masse est une étape fondamentale. En effet, la spectrométrie de 
masse en tandem (MS/MS) permet le séquençage des peptides contenus dans les échant il lons. 
En confrontant ensuite la séquence de ces peptides avec des banques de données, il est 
possible de déterminer la protéine à laquelle se rapporte un peptide particulier. Les analyses 
en spectrométrie de masse sont réalisées au moyen d 'un spectromètre de masse de type 
ESI-Q-TOF couplé à une chromatographie en phase inverse de type nano. 
2. 7.1. ESI-Q-TOF couplé à une nano HPLC 
2. 7. 1. 1. Principe : 
La première partie de l ' analyse des échant il lons d igérés consiste en une décomplexificat ion 
du mélange peptidique au moyen d 'une chromatographie de type nano HPLC (Nanoflow 
High-Performance Liquid Chromatography). Les échant illons sont préalablement dessalés au 
niveau d 'une pré-colonne, pu is sont envoyés sur la co lonne chromatographique en phase 
inverse. Le principe de la phase inverse repose sur le fait que la colonne chromatographique 
se comporte d'une phase stationnaire composée de particu les de sil ice sur lesquelles ont été 
greffés des chaines alkyles de plusieurs atomes de carbone (C l 8). Au niveau de cette 
colonne, les peptides sont séparés selon leur hydrophobicité au moyen d'un gradient de 
solvant organique composé d 'acétonitrile. Plus précisément, la nature apolaire de la phase 
stat ionnaire permet aux peptides hydrophobes de s'y adsorber. Une phase mobile, composée 
d'acétonitrile et d 'eau, est alors envoyée vers la colonne chromatographique. La phase mobile 
polaire entre alors en compétition avec les peptides accrochés à la colonne. Ainsi, les peptides 
les plus hydrophiles sont é lués lorsque l ' acétonitrile est à plus faible concentration, tandis que 
les peptides les plus hydrophobes sont élués par une concentration plus importante en 
acétonitrile. Les peptides désorbés sont ensuite envoyés vers le spectromètre de masse, ce 
dernier étant directement connecté à la colonne chromatographique via un fin capi llaire. 
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Figure 2.2 - Représentation schématique de la structure d'un spectromètre de masse de type Q-TOF. 
(Laganowsky et al., 201 3). 
Tableau 2.9 - Matériel et réactifs utilisés pour l 'analyse en spectrométrie de masse. 
S ectromètre de masse ESI -MS/MS maXis lm act UHR-TOF (Bruker, German 
Nano-UPLC UltiMate 3000 (Thermo, USA 
Colonne chromatographique en phase inverse (Acclaim PepMap 1 00 C l  8, 75 µm X 250 mm, 
Thermo, USA 
Solvant A eau 95 %, acétonitrile 5 %, acide formi ue 0 ,  1 % 
Solvant B (eau 20 %, acéton itrile 80 %, acide formi ue 0, 1 %) 
- - -------- - - ------------------, 
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Le spectromètre de masse est un outil d 'analyse composé de trois parties dist inctes : une 
source, un analyseur et un détecteur. L'analyseur et le détecteur sont soumis à des conditions 
de vide poussé, ce vide permettant d'éviter toute contamination de l 'appareil et permet 
également aux ions de c irculer librement. Dans le cadre de ce mémoire, l 'appareil uti l isé est 
de type ES I-Q-TOF, où l 'ESI  (electrospray ionisation) représente la source et le Q-TOF 
représente un système hybride d'analyseur (Figu re 2.2) (Laganowsky et al., 20 1 3 ) (se référer 
au point 1 .5 .3 . 1  de l ' introduction pour plus d ' informations concernant le fonctionnement de 
cet appareil lage). 
2. 7. 1 .2. Matériel : Se référer au tableau 2.9. 
2. 7. 1. 3. Méthode : 
Les échantillons ayant été digérés sont, dans un premier temps, séparés par la 
chromatographie liquide en phase inverse sur une colonne de 75 µm x 250 mm. Deux phases 
mobiles sont utilisées afin de décomplexifier le mélange peptidique 
- Phase mobile A : 95 % H2O - 5 % acétonitrile - 0, 1 % acide formique 
Phase mobile B : 20 % H2O - 80 % acétonitrile - 0, 1 % acide formique 
Environ 2 µI d 'échanti l lon ( le volume prélevé dépend de l 'expérience et de la concentration 
de l 'échanti l lon) sont injectés dans l 'HPLC. Le contenu organique de la phase mobi le est 
augmenté de manière l inéaire de 4 % à 30 % de phase B en 1 60 minutes puis de 30 % de 
phase B à 90 % en 25 minutes. Ce gradient de so lvant organique est nécessaire à la bonne 
séparat ion des peptides sur la co lonne chromatographique. Pendant 1 0  minutes, la colonne est 
lavée avec 90 % de phase B et est ensuite reconditionnée pendant 20 minutes au moyen de 
4 % de phase B .  
La colonne est directement reliée à la source Captive Spray (Bruker) du spectromètre de 
masse. Lors du scan, les spectres MS sont acquis toutes les 0,5 secondes et dans un rapport 
masse sur charge (m/z) compris entre les gammes 50 et 2200. Les peptides les plus intenses 
( ions 2+ à 4+) sont séquencés pendant un temps de cycle de 3 secondes. L'énergie de la 
dissociation induite par co llis ion (CID) est automatiquement réglée en fonction du rapport 
mlz et de l ' état de charge de l'ion précurseur. Les systèmes Maxis et Thermo sont pilotés par 
Compass HyStar 3 .2 (Bruker). 
2. 7.2. Analyse des résultats 
L'analyse bioinformatique des résultats provenant du spectromètre de masse est ensuite 
effectuée. Les l istes des pics caractéristiques de la spectrométrie de masse sont créées par le 
programme DataAnalysis 4.2 (Bruker) et enregistrées en tant que fichiers MGF pour être 
ensuite ut il isées dans ProteinScape 3 . 1  (Bruker), avec Mascot 2.4 comme moteur de 
recherche (Matrix Science). La spécificité enzymatique est définie sur « trypsine », et le 
nombre maximum de « missed-cleavages » par peptide est fixé à deux (un « missed­
cleavage » représente l 'endroit d 'un peptide où la trypsine n'a pas cl ivé un l ien peptidique où 
se trouve une lysine ou une arginine) . Des modifications post-traductionne lles des protéines 
telles que la carbamidométhylation de la cystéine, l'oxydation de la méthionine, la conversion 
de la glutamine en pyro-glutamate (Gln ➔ pyro - Glu) et l' hydroxylation de la praline et de la 
lysine (pour les co llagènes) sont autorisées comme modifications variables. La fenêtre de 
tolérance de masse pour les peptides mono isotopiques est fixée à 1 0  ppm et la fenêtre de 
tolérance MS/MS est réglé à 0,05 Da. Les listes de pics sont analysées au moyen de deux 
bases de données spécialement conçues pour l ' analyse des peptides provenant des farines 
animales (AllUniprot, 6 1 6  520 entrées; CollagenUniprot, 2 865 entrées) et qui contiennent 
4 taxons différents (ruminant ia, suina, rodentia & aves). Une recherche dans une base de 
27 
MATÉRIEL & MÉTHODES 
données « decoy » peut également être réalisée, avec un False Discovery Rate (FDR) fixé à 
1 %. Cette base de donnée « decoy » permet d'estimer la fréquence d'identifications 
incorrectes de peptides parmi les identifications correctes. En effet, lors d'analyses complexes 
en MS/MS comme cel les réalisées dans ce mémoire, des identifications incorrectes de 
peptides peuvent être fréquentes. La recherche dans une base de données « decoy » permet 
donc de détecter les fausses identifications peptidiques parmi les bonnes identifications 
(stratégie du« decoy » décrite dans Elias & Gygi (Elias & Gygi, 20 1 0)). 
Le programme Scaffo ld 4.3 (Proteome Software) est utilisé pour valider les peptides et 
protéines identifiés en MS/MS. L'identification d'un peptide n'est acceptée que si elle peut 
être établie à plus de 95 % de probabilité par l'algorithme peptide prophète (Kel ler et al. ,  
2002) avec la correction delta-masse réalisée dans Scaffold. L'identification d'une protéine 
n'est acceptée que si elle peut être établie à plus de 95 % de probabilité d'atteindre un FDR 
inférieur à 1 % et si au moins 2 peptides ont été identifiés. Enfin, pour valider les résultats de 
Scaffold, les peptides candidats sont blastés dans NCBI pour confirmer qu'ils sont en effet 
issus des espèces pour lesquelles ils ont été identifiés dans Scaffo ld. 
2.8. Tests immuno-enzymatiques ELISA 
Les peptides marqueurs spécifiques d'espèces ayant été déterminés dans les échantillons de 
farines animales ont été synthétisés (Eurogentec, Liège, Belgique) et ensuite utilisés pour 
produire des anticorps dans le but d'augmenter la spécificité des tests immunologiques 
réalisés sur les farines animales. Ces peptides, une fois sélectionnés, sont administrés à des 
lapins, ces derniers produisant des anticorps spécifiquement dirigés contre ces peptides 
spécifiques. Après environ deux mois, le sang des lapins est prélevé et les anticorps présents 
dans le sérum sont récoltés. Les anticorps obtenus sont ensuite analysés par ELISA indirect 
afin de vérifier leur spécificité. Le principe de ] 'ELISA indirect repose sur la reconnaissance 
d'un antigène par un anticorps primaire spécifique et la mise en évidence de cette 
reconnaissance par une réaction calorimétrique. En effet, l'antigène fixé au fond d'un puits 
d'une plaque 96 puits est reconnu par un anticorps spécifique. Le complexe antigène­
anticorps est ensuite reconnu par un anticorps secondaire, ce dernier étant spécifique à 
l 'anticorps primaire et couplé à une enzyme permettant sa révélation. La réaction 
calorimétrique engendrée peut alors être mesurée dans un spectrophotomètre, cet apparei l 
permettant de fournir une quantification des complexes antigène-anticorps. 
De manière générale, le peptide d'intérêt est premièrement solubilisé dans un mélange de 
DMF (Diméthylformamide), de PBS et d'urée. Les puits d'une plaque 96 puits sont ensuite 
coatés par le peptide d'intérêt, à raison de 1 00 ng ou de 1 000 ng de peptides par puits. Ce 
coating est réalisé dans un tampon (PBS) à 4°C durant une nuit. La plaque est ensuite rincée 
plusieurs fois, puis saturée avec un tampon de saturation composé de PBS et de gélatine de 
poisson 1 % à 37°C pendant une heure. La plaque est alors rincée plusieurs fois puis incubée 
en présence de l 'anticorps primaire à 37°C pendant une heure. Différentes dilutions de cet 
anticorps sont réalisées au moyen d'un tampon contenant du PBS et du tween 0,05 %. Après 
cette étape, la plaque est à nouveau rincée plusieurs fois puis incubée avec une solution 
contenant l 'anticorps secondaire (goat anti-rabbit IgG), cet anticorps reconnaissant l 'anticorps 
primaire et étant couplé à une peroxydase de type HRP. Après une heure d'incubation à 37°C, 
la plaque est rincée puis mise en présence du substrat (TMB, Thermo Scientific, USA) de 
l 'HRP pendant une dizaine de minutes, le complexe HRP - TMB permettant ainsi de produire 
une réaction ca lorimétrique de couleur bleue. Cette réaction est finalement stoppée par ajout 







Figure 3.1 - Images en microscopie optique de particules animales d'origine terrestre (A & B) et marine 
(C & D) présentes dans une farine animale. Ces particules peuvent être différenciées selon différents critères, 
notamment la présence de canalicules osseux, de structures fibrillaires, . . .  Ces images de microscopie optique ont 
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Figure 3.2 - Schéma général de la méthode peptidomique/protéomique développée dans ce mémoire. 
(modifié d'après Liu et al., 20 1 3) 
MS analysis 
of peptides 
RÉSULTATS & DISCUSSION 
3. Résultats et Discussion 
Partie A - Analyse sans a priori de farines animales dans le  but d'identifier des 
peptides marqueurs spécifiques selon différentes méthodes d'extraction 
protéique. 
3A. 1 .  Analyse p réliminaire : m icroscopie optique 
Selon la législation actuel lement en vigueur en Europe, l 'analyse officie l le des farines 
animales est réalisée au moyen d'un microscope optique. En effet, après différentes étapes de 
préparation, les particules animales résiduelles sont étalées sur une lame et observées au 
microscope. Cette méthode de microscopie, comme décrite dans la partie introductive, permet 
non seulement une détection très précise des particules animales mais permet également de 
discerner ces particules d'un po int de vue morphologique. C'est dans ce but qu'une analyse 
préliminaire de far ines animales par la microscopie optique a été réalisée. Cette analyse fut 
exécutée avec la collaboration du Centre Wallon de Recherches Agronomiques de Gembloux 
(CRA-W). 
Une farine animale décrite comme étant destinée à l 'alimentation des poissons d'élevage fut 
utilisée comme base de cette analyse microscopique. Une fois réalisées les différentes étapes 
de tamisage, de blanchiment et de coloration des particules animales, ces dernières ont pu être 
observées au microscope optique (Figure 3 .1 ) .  Ces particules peuvent être différenciées selon 
certains critères morpho logiques, notamment la présence ou non de canalicules, la forme de 
leurs lacunes et la présence de stries. L'œil d 'un observateur expérimenté peut dès lors faire la 
distinction entre les particules d'origine terrestre (Figure 3.1 - A & B) et les particules 
d'origine marine (Figure 3.1 - C & D) présentes dans cet échanti l lon de farine (à l' exception 
des mammifères marins, ceux-ci présentant les mêmes caractéristiques que les mammifères 
terrestres). En effet, les particules d 'origine terrestre ont la particularité de posséder des 
canaux de Havers d 'où partent un grand nombre de canalicules de Vo lkmann reliant entre eux 
ces différents canaux. Ces particules peuvent donc être décrites comme étant des particules 
d'os provenant d'animaux terrestres . Les particules d'origine marine (poissons) ont quant à 
elles la particularité de présenter des stries caractéristiques des arrêtes de poisson (C) et la 
forme typique des particules de cartilage (D). 
Bien qu' il soit possible de faire une distinction entre l 'origine des espèces (mammifères, 
poissons, oiseaux), la microscopie optique ne permet pas de réaliser une identification 
taxonomique p lus précise de ces particules. Or, la demande de réintroduction de certaines 
farines animales exige une identification à la fois taxonomique et histologique de ces 
particules afin de respecter la législation mise en place en Europe. Cette analyse préliminaire 
confirme donc la nécessité de développer une méthode permettant de répondre aux exigences 
européennes en matière de sécurité alimentaire. La méthode peptidomique/protéomique 
décrite dans ce mémoire a donc pour but de répondre à cette demande de réintroduction et de 
fournir une identification à la fo is taxonomique et histologique des farines animales analysées. 
3A. 2. Principe de la méthode peptidomique/protéomique 
La méthode peptidomique développée dans ce mémoire est schématiquement représentée à la 
figure 3.2. Comme décrit dans la partie « Matériel et Méthodes», les échantil lons de farines 
(PATs) sont soumis à trois types d 'extractions protéiques différentes : l 'extraction HCl, 
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TCA-Acétone et SDS-Tris. Les extractions TCA-Acétone et SDS-Tris ont été sélectionnées 
puisque ces dernières permettent d'extraire de manière générale toutes les protéines d'une 
farine animale (extraction sans a priori). L'extraction HCl a quant à elle été sélectionnée en 
raison de la composition des farines animales. En effet, il apparaît que ces farines contiennent 
une certaine quantité de particules d'os, ces os renfermant beaucoup de protéines telles que 
des collagènes. Puisque l'HCl a la capacité de déminéraliser l 'os et dès lors d'extraire plus 
facilement les collagènes, cette méthode avec a priori a également été sélectionnée. Le profil 
protéique de ces extraits peut ensuite être évalué au moyen d'une électrophorèse à une 
dimension ( I D). Les protéines sont ensuite digérées enzymatiquement par la trypsine de façon 
à obtenir un mélange de peptides. Ces peptides sont d'abord séparés selon leur hydrophobicité 
au moyen d'une colonne chromatographique de type nano-HPLC. I ls sont ensuite envoyés 
vers le spectromètre de masse, où ils sont ionisés par une source de type ESI. En fonction des 
paramétrages de l'appareil, les peptides sont analysés selon un mode MS ou MS/MS. Dans 
cette dernière configuration, les peptides sont fragmentés au niveau d'une cellule de collision 
puis détectés en fin de parcours. En confrontant les masses expérimentales des fragments 
obtenus avec des masses de peptides digérés in silico en base de données, il est possible de 
déterminer la séquence en acides aminés de ceux-ci. Ce principe est connu sous le terme de 
« peptide fragment fingerprinting ». 
La première partie de ce mémoire vise principalement à identifier des peptides marqueurs 
spécifiques d'espèces présents dans les farines animales. Afin d'identifier un grand nombre de 
ces peptides, la fiabilité de chaque étape de cette approche peptidomique doit être évaluée. 
Dans ce but, une étude comparative des différentes méthodes d'extraction a été réalisée. 
3A. 3. Etude comparative des méthodes d'extraction protéique 
3A. 3.1. Rendement d'extraction 
L'extraction protéique représente la première étape vers l ' identification de peptides 
spécifiques d'espèces présents dans un échantillon de PATs. Comme différentes méthodes 
d'extraction protéique existent et sont bien documentées dans la littérature (Buckley et al., 
2008, Jiang et al., 2007, Mechin et al. , 2007, Seddon et al., 2004), certaines d'entre elles ont 
déjà été testées au laboratoire afin d'évaluer leur efficacité (Rapport PeptidoGenomique 
RF N° 1 l /6243, thèse d'Hélène Marbaix). Dans cette étude, cinq protocoles d'extraction ont 
été examinés : TCA-Acétone, SDS 2 % - Tris 1 M pH 8.8, TBS - SDS - EDTA, DLA et 
phénol. En comparant la quantité de protéines extraites obtenues pour chacune de ces 
méthodes, l'extraction SDS-Tris et TCA-Acétone se sont révélées être les méthodes 
fournissant la plus grande quantité de protéines. Cependant, l'utilisation de détergents et 
tampons, tels que le SDS et le Tris, est décrite pour induire des interférences et 
incompatibilités avec les analyses en spectrométrie de masse (Chen et al., 2007, Shieh et al., 
2005). C'est pourquoi la méthode utilisant le TCA-Acétone a été utilisée préférentiellement 
pour l'extraction protéique des farines animales. Par ailleurs, les farines étudiées sont 
composées de mélanges complexes de particules animales, où les particules d'os représentent 
une part importante. Puisque le collagène est la protéine majoritairement retrouvée dans les 
os, une seconde méthode d'extraction protéique utilisant l'HCl a également été utilisée. En 
effet, l'HCl a la capacité de déminéraliser les particules d'os, ce qui permet d'extraire plus 
efficacement le collagène présent (Jiang et al., 2007). Ainsi, les extractions protéiques 
utilisant le TCA-Acétone et l'HCI ont été conservées pour les analyses réalisées dans le cadre 
de ce mémoire. Cependant, une étape de "Clean-Up" (GE Healthcare) intervenant après 
l 'extraction protéique a été testée lors d'expérimentations antérieures (Marbaix et al., en 
préparation). Cette étape de "Clean-Up" a la fonction principale de concentrer et de purifier 
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Figure 3.3 - Comparaison de l 'efficacité de différentes méthodes d'extraction protéique. Deux cents 
mill igrammes de farine animale provenant de 5 échantillons (Porc : N l 5, N l 6  & N l  7 ;  Bovin : N20 & N2 1 )  ont 
été traités au TCA-Acétone, au HCI ou au SDS-Tris de façon à extraire leurs protéines. La quantité de protéines 
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Figure 3.4 - Rendement final après extraction protéique et étape de "Clean-up". Deux cents milligrammes 
de farine animale provenant de 5 échantillons (Porc : N l 5, N l 6  & N l  7 ;  Bovin : N20 & N2 1 )  ont été traités au 
TCA-Acétone, au HCl ou au SDS-Tris de façon à extraire leurs protéines. Après l ' extraction, 70 µg de protéines 
sont prélevés pour chaque échantillon et une étape de "Clean-Up" est réalisée sur ces derniers. Le rendement 
final, c'est-à-dire le rendement du Clean-Up combiné à la quantité de protéines obtenues après chaque 
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Figure 3.5 - Gel 1 D  Tris-Glycine 1 8  % illustrant le profil protéique de 5 échantillons ayant été extraits 
selon les 3 méthodes d'extraction protéique. Trois échantil lons de farine de porc (N l 5, N l 6  & 1 7) et deux 
échanti llons de farine de bovin (N20 & N2 1)  ont été traités à l 'HCl ( 1 ), au TCA-Acétone (2) ou au SDS-Tris (3) 
de façon à extraire leurs protéines. Les échantillons ont ensuite subi une étape de "Clean-Up", avec resuspension 
de l 'extrait protéique dans du DLA, avant d'être analysés par électrophorèse. L'étalon protéique util isé est le 
SeeBlue® Plus2 Prestained Standart kit. Le gel est coloré au krypton et scanné à 470 V par un scanner de type 
Typhoon 9420 (Arnersham Biosciences, GE). Rectangle rouge : bandes protéiques similaires entre les différents 
échanti llons et selon les différents modes d'extractions (poids moléculaire d'environ 100 kD). Rectangle vert : 
bandes protéiques similaires entres les échantil lons de porc et l 'échantillon bovin N20 (poids moléculaire 
d'environ 1 0  kD). 
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les extraits protéiques avant que ceux-ci ne soient digérés enzymatiquement. De plus, il 
apparaît également que le "C lean-Up" a la capacité d'él iminer les détergents ( le SDS par 
exemple) présents dans un échanti llon. De ce fait, l'extraction protéique utilisant le SDS-Tris 
a donc également été util isée lors des analyses peptidomiques réalisées dans ce mémoire. 
Ainsi, en prenant en compte ces observat ions, une première analyse sur des échant i l lons de 
porc et de bovin provenant du NIFES (Norvège) a été réalisée. Ces échant il lons ont été 
extraits selon les trois modes d 'extraction protéique sélectionnés: TCA-Acétone, HCl et 
SDS-Tris. La quantité de protéines obtenue selon ces différents protocoles d 'extraction pour 
trois échanti l lons de porc (N l 5 , N l 6  & N l 7) et deux échanti l lons de bovin (N20 & N2 1 )  est 
représentée à la figure 3.3. Il apparait que pour la même quantité de farine (200 mg) utilisée 
au début de l 'extraction protéique, l 'extraction utilisant le SDS-Tris fournit de meilleurs 
résultats comparée aux deux autres méthodes (TCA-Acétone & HCl) .  En effet, environ deux à 
sept fois plus de protéines ont été extraites par cette méthode SDS-Tris, à la fo is pour les trois 
échantil lons de porc et les deux échantillons de bovin. Néanmoins, l 'extraction protéique n'est 
que la première étape de traitement de ces farines animales. En effet, une étape de "Clean-Up" 
a été réalisée sur ces c inq échanti llons. Après cette étape de purification et de concentration, le 
rendement général d 'extraction (prenant donc en compte l'extraction et le "Clean-Up") a été 
évalué (Figure 3.4) . Il apparait que la méthode d'extraction protéique ut il isant le SDS-Tris a 
un rendement d'extraction nettement supérieur par rapport aux autres méthodes d 'ext raction 
(TCA-Acétone & HCl) et cela pour les différentes farines animales testées. En terme de 
quantité de protéines obtenues, la méthode d'extraction SDS-Tris semble donc la plus efficace 
et pourrait être considérée comme la meil leure méthode. Cependant, il est important de noter 
que le but principal de ce mémoire est d' ident ifier des peptides marqueurs spécifiques des 
farines animales analysées. De ce fait, une extraction protéique permettant d'extraire une 
grande variété de protéines devrait être privilégiée. À ce stade, même si l 'extraction utilisant 
le SDS-Tris permet d'extraire une quantité importante de protéines (en terme de 
concentration), une étude qualitative approfond ie sur la nature des protéines extraites do it être 
réalisée. 
3A. 3.2. Profil protéique sur gel 
En parallèle à cette étude comparant la quant ité de protéines obtenue pour chacune des 
méthodes d'extraction testées, leur profil sur gel a également été évalué. Le but de cet 
exercice n 'est pas d'obtenir des informations quantitatives mais plutôt de comparer les 
échantil lons et de voir comment ceux-ci répondent à chaque extraction protéique. Dans ce but, 
un gel l D  Tris-Glycine 1 8  % a été util isé pour évaluer le profil protéique des trois 
échantillons de porc et des deux échant il lons de bovin ayant été extraits selon les trois 
méthodes d'extraction précédemment décrites (Figure 3.5). Bien que la réso lution de ce gel 
soit assez faible, plusieurs observations peuvent être faites. Premièrement, en comparant les 
différentes méthodes d 'extraction ( 1  : HCl, 2 :  TCA-Acétone, 3 : SDS-Tris), il est difficile de 
déterminer la méthode permettant d'offrir la mei l leure extraction protéique. En effet, peu de 
bandes protéiques sont vis ibles sur ce gel, à l'exception de certaines bandes mieux 
représentées au niveau des échanti l lons de porc N l 6  et N l  7, et cela pour l'extraction HCl  
(p istes N° 1 ) . Cette différence pourrait donc être interprétée comme l ' indication d'une 
efficacité supérieure de l 'HCl à extraire les protéines. Cette information ne peut cependant pas 
être confirmée à ce stade de l 'expérience. Deuxièmement, il apparait que certaines bandes 
protéiques sont représentées dans les c inq échanti llons étudiés et cela pour les différents 
protocoles d 'extraction (rectangle rouge) . Le poids moléculaire correspondant à ces bandes 
protéiques est estimé à 1 00 kD et il s 'agit probablement de protéines très robustes ou 
quantitativement plus représentées. S ignalons que les chaînes a des co llagènes font 
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Figure 3.6 - Diagrammes de Venn illustrant les effets comparatifs de différentes méthodes d'extraction 
protéique (HCI, TCA-Acétone & SDS-Tris) sur 5 échantillons de farine provenant du NIFES (Porc : NlS, 
N 1 6  & N17 ; Bovin : N20 & N21 )  de façon à évaluer le nombre de peptides identifiés pour chacune de ces 
méthodes d'extraction. Les protéines ont été extraites selon 3 protocoles d'extraction (HCl, TCA et SDS) puis 
ont subi une étape de "Clean-Up" avec resuspension des extraits protéiques dans du RapiGest 0,2 %. Ces extraits 
ont ensuite été digérés enzymatiquement par la trypsine (rapport trypsine/protéines, 1/20) pendant 5 heures avant 
leur analyse MS/MS. 
Tableau 3. 1 - Effet de différentes méthodes d'extraction protéique sur le nombre de peptides identifiés 















Echantil lons de bovin 
N17 N20 N21 
257 134 179 
129 57 122 
115 71  105 
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exactement ce poids moléculaire. Troisièmement, certaines bandes protéiques ne sont 
apparemment observées qu 'au niveau des échanti l lons de porc (N l 5, N l 6 et N l 7) et d'un 
échanti l lon de bovin (N20) et ne sont pas observées au niveau de l ' échantil lon de bovin N2 1 
(rectangle vert, poids moléculaire : 1 0  kD). L 'expl ication la plus probable de cette différence 
proviendrait de la nature des échantil lons de farine testés. En effet, comme décrit 
précédemment, les échant illons de farines animales peuvent avoir une composition différente 
en fonction de la nature des part icules les composant. Par exemple, certaines farines sont 
composées principalement de particules d 'os, tandis que d 'autres sont composées de 
particules de viande (des muscles par exemple) ou une combinaison des deux (« FVO » ou 
« farine de viande et d 'os »). En l 'occurrence, les échantillons testés dans cette expérience 
sont des échanti l lons de viande et d'os, à l'exception de l ' échanti llon de bovin N2 1 qui est 
une farine exclusivement composée de viande. D'ailleurs, l 'aspect de ces farines est différent 
selon la nature de leurs part icules, une farine de viande étant plus grasse est sujette à s'agréger 
dans son récipient. Puisque la graisse peut interférer avec l 'extraction protéique, le profil sur 
gel d 'un échantillon peut donc être affecté. Ces raisons font donc penser que l 'absence p lus 
prononcée de bandes protéiques dans l ' échantil lon N2 1 ,  par rapport aux autres échanti l lons 
testés, serait principalement due à sa composition, les graisses étant plus abondantes dans 
celu i-ci. 
Bien que les gels I D  puissent apporter certaines informations quant à la nature des protéines 
présentes dans chaque échanti l lon et sur de possibles effets des protocoles d 'extraction testés, 
leur faible réso lution ne permet cependant pas de tirer des conclusions définitives. Pour avoir 
une meilleure idée de l 'efficacité de chaque méthode d'extraction, une analyse en 
spectrométrie de masse doit être réalisée. 
3A. 4. Analyses en spectrométrie de masse 
Une analyse des farines animales en spectrométrie de masse est une étape cruciale permettant 
à la fois de déterminer l 'efficacité des méthodes d'extraction testées tout en fournissant des 
informations sur la nature des protéines extraites. Dans ce but, trois échanti l lons de porc (N l 5 ,  
N l 6  & N l  7) et  deux échant illons de bovin (N20 & N2 1 )  ont été extraits selon les trois 
protocoles d'extraction uti l isés dans ce mémoire (HC� TCA-Acétone & SDS-Tris). Après 
l' extraction protéique, les échanti l lons ont subi une étape de "Clean-Up" pu is ont été digérés 
enzymat iquement par la trypsine pendant cinq heures (ratio trypsine/protéines : 1 /20). I l  est 
important de faire remarquer que dans un protocole classique de digestion enzymatique, un 
temps de d igestion de plus de 20 heures est généralement conseillé de même qu 'un ratio 
trypsine/protéines de 1 /50 (J iang et al., 2007, Sentandreu et al . ,  20 1 0) .  Cependant, Hélène 
Marbaix a testé d ifférents temps de digest ion et de ratio trypsine/protéines. E l le a pu montrer 
que, dans le cas des farines animales, c 'est avec une digestion de c inq heures et un ratio 
trypsine/protéines de 1 /20 qu'el le ident ifiait le plus grand nombre de peptides 
(Rapport PeptidoGénomique RF N° 1 l /6243, thèse d' Hélène Marbaix). 
Les peptides issus de la digestion enzymatique ont ensuite été analysés au moyen d'un 
spectromètre de masse de type ESI  - MS/MS MaXis Impact UHR-qTOF (Bruker, Germany) 
auquel est couplé une HPLC de type nano. Le but principal de cette expérience est donc de 
déterminer quelle méthode d'extraction protéique est la plus efficace en termes de quantité et 
de diversité des peptides identifiés. Le nombre total de peptides ident ifiés pour chaque 
extraction protéique dans chaque échanti l lon de farine testé est représenté au moyen de 
diagrammes de Venn (Figure 3.6). Les diagrammes de Venn obtenus montrent que le nombre 
de peptides identifiés dans chaque échanti l lon est supérieur lorsque l ' HCl est utilisé, comparé 
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Figure 3.7 - Diagrammes de Venn illustrant les effets comparatifs de différentes méthodes d'extraction 
protéique (HCI, TCA-Acétone & SDS-Tris) sur S échantillons de farine provenant du NIFES (Porc : NlS, 
N16 & N17 ; Bovin : N20 & N21) de façon à évaluer Je nombre de protéines identifiées pour chacune de 
ces méthodes d'extraction. Les protéines ont été extraites selon 3 protocoles d'extraction (HCI, TCA-Acétone 
& SDS-Tris) puis ont subi une étape de "Clean-Up" avec resuspension des extraits protéiques dans du RapiGest 
0,2 %. Ces extraits ont ensuite été digérés enzymatiquement par la trypsine (rapport trypsine/protéines, 1/20) 
pendant 5 heures avant leur analyse MS/MS. 
Tableau 3.2 - Effet de différentes méthodes d'extraction protéique sur le nombre de protéines identifiées 
pour différents échantillons de porc et bovin provenant du NIFES. 
' 
: Echantillons de porc Echantillons de bovin 
70 67 67 41 39 
34 44 32 20 27 
23 42 31  26 26 
- - - -- - - - ------- - - - -- ---
Tableau 3.3. A - Liste des protéines de bovin et de porc les plus représentées, identifiées grâce à l 'analyse 
MS/MS d'échantillons de farine de bovin et de porc provenant du NIFES (cette liste a été créée au moyen 
de la banque de données faite "maison" AIIUniprot). 
Protéines de bovin 
Myosin-2 (Bos taurus) 
Hemoglobin a l pha su bu n it  (Bos ta urus) 
Hemoglobin beta subunit  (Bos taurus) 
Alpha-2-HS-glycoprote in (Bos ta urus) 
Proth rombin (Bos taurus) 
Myoglobin (Bos grunniens mutus) 
Heat shock prote in  beta-1 (Bos taurus) 
Myosin l ight chai n 6B (Bos grunniens mutus) 
H istone H4 (Bos taurus) 
Fibromodu l i n  (Bos ta urus) 
Chondroadherin (fragment) (Bos taurus) 
Serum a lbumin  (Bos taurus) 
Protéines de porc 
Myosin (Sus scrofa) 
Hemoglobin a lpha su bu n it  (Sus scrofa) 
Hemoglobin beta subunit (Sus scrofa) 
Alpha-2-HS-glycoprotein (Sus scrofa) 
Desmin  (Sus scrofa) 
Vimentin (Sus scrofa) 
Heat shock protein  beta-1 (Sus scrofa) 
Myosin l ight cha in lF (Sus scrofa) 
Beta-tropomyosin (Sus scrofa) 
Beta-enolase 3 (Sus scrofa) 
Propheni n-2 (Sus scrofa) 
Serum a lbumin  (Sus scrofa) 
Tableau 3.3. B - Liste des protéines de bovin et de porc les plus représentées, identifiées grâce à l 'analyse 
MS/MS d'échantillons de faine de bovin et de porc provenant du N I FES (cette liste a été créée au moyen 
de la banque de données faite "maison" CollagenUniprot). 
Protéines de bovin 
Col l agen alpha-1 { I l )  cha in  (Bos grunniens 
mutus) 
Col l agen a l pha-2 ( 1 )  chain (Bos grunniens 
mutus) 
Protéines de porc 
Col lagen a lpha-1 ( I l l )  cha in  (Sus scrofa) 
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Figure 3.8 - Comparaison du nombre de peptides uniques identifiés dans un échantillon de farine de bovin, selon différentes méthodes d'extraction. Les protéines 
d'un échantillon bovin (N20) ont été extraites selon différents protocoles d'extraction (HCl, SOS-Tris & TCA-Acétone). Les échantillons ont ensuite subi une étape de 
"Clean-Up" avant d'être digérés enzyrnatiquement par la trypsine (ratio trypsine/protéine, 1/20) pendant 5 heures, avant leur analyse MS/MS. Le nombre de peptides uniques 
identifiés pour les protéines bovines les plus abondantes est représenté pour chaque extraction protéique. La liste de ces protéines les plus abondantes à été créée à ! 'aide de 
deux bases de données "maison" : AIIUniprot et CollagenUniprot. 
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aux autres méthodes. En effet, le nombre de peptides identifiés pour les échantillons de porc 
(N l 5 , N 1 6  & N I  7) est respectivement de 256, 263 et 257 pour l 'extraction utilisant l 'HCl 
(Tableau 3.1) .  Lorsque le SDS-Tris est util isé, seulement 1 44, 1 56 et 1 29 peptides sont 
identifiés pour ces échantil lons et seulement 79, 1 45 et 1 1 5 peptides sont identifiés lorsque 
l ' extraction TCA-Acétone est réalisée. Des résultats sim ilaires ont également été obtenus au 
niveau des deux échant il lons de bovin (N20 & N2 1 ). Le nombre de protéines identifiées pour 
chacune des méthodes d'extraction testées et dans chaque échanti l lon suit la même tendance. 
En effet, l 'HCl permet également d' identifier une quantité de protéines plus importante par 
rapport aux autres méthodes d'extraction (Figure 3.7 & Tableau 3.2) . Ces résultats 
confirment bien la nécessité d'une analyse qualitative. Si l 'extraction avec l 'HCI s 'avère 
moins efficace en terme de rendement d'extraction comparé à l ' extraction SDS -Tris (Figures 
3.3 & 3.4), elle permet cependant d'extraire plus de protéines différentes (Figure 3.7 & 
Tableau 3.2) . 
L'étape suivante consiste à identifier les protéines les p lus représentées dans ces échantillons 
selon les différentes méthodes d 'extraction. Dans ce but, une l iste des protéines les plus 
abondamment retrouvées dans ces trois échanti l lons de porc (Sus scrofa) et ces deux 
échantil lons de bovin (Bos taurus & Bos grunniens mutus) a été créée avec l 'aide de 
Scaffo ld 4 .3 .  En réalité, deux listes ont été créées : une l iste comprenant toutes les protéines 
(Tableau 3.3. A) et une l iste ne contenant que les co llagènes (Tableau 3.3. B). La liste 
comprenant toutes les protéines a été créée grâce à une banque de données faite « maison » 
appelée « AllU n iprot » construite à partir de la banque de données « U nirefl 00 ». Cette 
banque de données inclut dans ses paramétrages des modifications post-traduct ionnel les 
fréquemment observées : carbamidométhylation des cystéines, conversion de la g lutamine en 
pyro-glutamate et oxydation des méthionines (Figure supplémentaire Sl). La l iste ne 
comprenant que les co llagènes a été créée grâce à la banque de données faite « maison » 
appelée « CollagenUniprot » et qui inclut dans ses paramétrages une modificat ion 
supplémentaire : l' hydroxylat ion des lysines et des pralines (Figure supplémentaire S2) .  De 
cette façon, l ' identification d 'une protéine (sous-unité de collagène) est rendue p lus aisée par 
une couverture de séquences peptidiques beaucoup p lus importante (Ex : 50 % au lieu de 1 4  
%, cette comparaison étant représentée en Figure supplémentaire S3) .  
Parmi les protéines les plus abondamment identifiées dans ces échant il lons de porc et de 
bovin, certaines ont une ongme musculaire (myosine, myoglobine, desmine, 
tropomyosine, . . .  ), d'autres sont des protéines du sang (hémoglobine, albumine sérique) tandis 
que d'autres sont plutôt ubiqu istes ( "heat shock protein", h istone H4, prophénine-2, . . .  ). Les 
collagènes, quant à eux, sont principalement retrouvés dans les os mais peuvent également 
être localisés au niveau des t issus conjonctifs (collagènes I, I I I ), du cartilage (co llagène I I) et 
de la lame basale des cellu les (collagène IV) (Reece et al., 20 12). 
Ces deux listes ont ensuite été utilisées afin de comparer le nombre de peptides uniques 
identifiés pour chacune de ces protéines et selon les différentes méthodes d'extraction. De 
façon à faci l iter cette comparaison, seulement un échantil lon de porc (N 1 5) et un échantil lon 
de bovin (N20) ont été chois is. La comparaison du nombre de peptides uniques identifiés 
selon les trois protocoles d'extraction dans l ' échanti l lon de bovin (N20) suggère que la 
méthode utilisant l 'HCl est la plus efficace (Figure 3.8). En effet, pour chaque protéine 
représentée, le nombre de peptides uniques identifiés est généralement plus élevé lorsque 
l 'HCl est util isé, comparé aux autres méthodes. C'est le cas pour les protéines telles que la 
myosine-2, l 'alpha-2-HS-glycoprotéine, la prothrombine, la chondradhérine et l 'albumine 
sérique. Pour les autres protéines non c itées, les autres méthodes (SDS-Tris & TCA-Acétone) 
ne semblent pas fournir un nombre de peptides uniques plus élevé par rapport à l 'HCI. Une 
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Protéines porcines les plus représentées 
Figure 3.9 - Comparaison du nombre de peptides uniques identifiés dans un échantilJon de farine de porc, selon différentes méthodes d'extraction. Les protéines 
d'un échantil lon bovin (N l 5) ont été extraites selon différents protocoles d'extraction (HCI, SDS-Tris & TCA-Acétone). Les échantillons ont subi une étape de "Clean-Up" 
avant d'être digérés enzymatiquement par la trypsine (ratio trypsine/protéine, 1 /20) pendant 5 heures, avant leur analyse MS/MS. Le nombre de peptides uniques identifiés 
pour les protéines porcines les plus abondantes est représenté pour chaque extraction protéique. La l iste de ces protéines les plus abondantes à été créée à l 'aide de deux 
banques de données "maison" : AIIUniprot et CollagenUniprot. 
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chaîne a- 1 ( II), où le nombre de peptides uniques identifiés est plus é levé lorsque le 
TCA-Acétone et le SDS-Tris sont utilisés. 
Des résultats similaires ont également pu être observés au niveau de l ' échantillon de porc 
(N 1 5) .  En effet, le nombre de peptides uniques identifiés pour chaque protéine est plus élevé 
lorsque l 'HCl est utilisé par rapport aux autres protoco les d'extraction ( Figure 3.9). Le même 
type d 'expérience a été réalisé pour les échantillons N 1 6  et N 1 7, avec la même tendance 
générale et un p lus grand nombre de peptides extraits avec l ' HCl par rapport aux autres 
méthodes testées. Cependant, des différences entre échant illons semblent exister en ce qui 
concerne le peptide de la sous-unité alpha- 1 ( I I I ) de collagène (Figure supplémentaire S4 & 
S5). 
Ces résultats soul ignent le fait que l 'HCl doit certainement être utilisé de manière 
préférentiel le lors d'expérimentations futures pour la recherche de peptides marqueurs de 
farines animales. Cependant, bien que la tendance générale montre une efficacité supérieure 
de l 'HCl cela n ' implique pas forcément un abandon des méthodes utilisant le TCA-Acétone 
et le SDS-Tris. Ces méthodes ont d'ai l leurs prouvé leur efficacité en permettant d' identifier 
un certain nombre de peptides. L'étape su ivante consiste donc en l ' identification de peptides 
marqueurs spécifiques d 'espèces animales. En fonction de la diversité des peptides et de la 
présence ou non de peptides marqueurs, il sera alors possible de ne sélectionner qu'une seule 
de ces méthodes d'extraction, au même t itre que celle util isant l 'HCL 
3A. 5. Identification de peptides marqueurs spécifiques de porc et de bovin 
Le but fmal de l 'approche peptidomique/protéomique est d ' identifier des peptides marqueurs 
spécifiques d'espèces retrouvés de préférence dans la plupart des échantil lons de farine 
analysés. Dans une étude préliminaire (Projet PeptidoGénomique RF N° 1 1 /6243, thèse 
d'Hélène Marbaix), certains peptides marqueurs de porc et de bovin ont déjà été identifiés. 
Parmi les peptides déjà identifiés, trois peptides de bovin et quatre peptides de porc ont été 
sélectionnés comme antigènes pour la production d'ant icorps polyclonaux de lapin au Centre 
d'Economie Rurale de Marloie (CER). Le but de cette production d'anticorps est d 'élargir la 
gamme d 'anticorps déjà disponible pour réaliser des tests ELISA p lus spécifiques directement 
sur les farines animales. De cette façon, la composition d'une farine animale pourra être 
mieux caractérisée par des tests de routine, offrant la possibi l ité d ' une éventuelle 
réintroduction de ces farines dans le secteur alimentaire animal. 
Comme ces peptides marqueurs de porc et de bovin ont été identifiés dans des farines 
provenant du CRA-W, une recherche de ces peptides dans les échantillons provenant du 
NIFES a également été réalisée. Cette analyse a été effectuée dans les trois échantillons de 
porc (N 1 5, N 1 6  & N l 7) et les deux échanti l lons de bovin (N20 & N2 1 ), obtenus avec les 
différentes méthodes d 'extraction décrites plus haut. Comme représenté au tableau 3.4. A, un 
peptide correspondant à la sous-unité alpha de l'hémoglobine de Bos taurus 
(AVEHLDDLPGALSELSDLHAHK) a été identifié dans les échantil lons N 1 5  et N20 et cela 
pour les différentes méthodes d'extraction. La présence de ce peptide dans l 'échantil lon N20 
est attendue, puisqu ' i l  s 'agit d 'un échantil lon de FVO de bœuf. Ce peptide aurait également 
pu être identifié dans l ' échantillon N2 1 ,  puisque ce dernier est également un échantillon de 
bovin. L'absence de ce peptide dans cet échantillon peut être la conséquence de la forte 
composition en graisse de celui-ci. Cependant, le fait de retrouver ce peptide dans 
l 'échantillon N l 5  (porc) pourrait être l ' indice d 'une éventuelle contamination de cet 
échantil lon de porc par des particules bovines. Deux peptides correspondant à la protéine 
HSP-P l de Bos taurus (ALPAAAIEGPAYNR & SATQSAEITIPVTFQAR) ont également 
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Tableau 3.4. A - Liste des peptides spécifiques de bovin identifiés dans différents échantillons du NIFES et 
selon différentes méthodes d'extraction protéique. Poids moléculaires: Hemoglobin subunit alpha ( 1 5  kD), 
Heat shock protein beta- 1 (23 kD). 
Protéine 
Hemoglobin su bu nit a lpha 
(Bos tau rus) 
Heat shock prote in beta-1 
(Bos taurus) 
Peptides 
AVE H  LOOLPGALSELSOLHAH K 
ALPAAAIEGPAYN R  
SATQSAE ITI PVTFQAR 
• 
N 15 H CI, SOS & TCA 
N2O H CI, SOS & TCA 
N2O HCI & SDS 
N21 HCI, SDS & TCA 
N2O HCI & SDS 
N21  HCI, SDS & TCA 
Tableau 3.4. B - Liste des peptides spécifiques de porc identifiés dans différents échantillons du NIFES et 
selon différentes méthodes d'extraction protéique. Poids moléculaires: Desmin (54 kD), Heat shock protein 
beta- 1 (23 kD), Carbonic anhydrase 3 (29 kD). 
Protéine 
Desmin  (Sus scrofa) 
H eat shock prote i n  beta-1 
(Sus scrofa) 







Echanti l lons NIFES 
N lS SDS 
N 16 HCI & TCA ---
N 15 HCI 
N 16 H CI, SDS & TCA 
N 17 HCI & TCA 
N 17 TCA 
/ 
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été identifiés dans les échantil lons N20 et N2 1 .  L'extraction TCA-Acétone n'a, semble-t-il, 
pas permis d' identifier ces peptides marqueurs dans l 'échantil lon N20. Toutefois, i l  est 
important de faire remarquer que la recherche de ces peptides marqueurs est réalisée grâce au 
logiciel Scaffold 4.3 ,  où ces peptides ne sont sélectionnés qu'à la condition de posséder un 
score de probabil ité d' identification supérieur ou égal à 95 %. Cela veut donc dire que ces 
peptides peuvent être présents dans l' extrait TCA-Acétone, mais si leur score de probabilité 
est inférieur à 95 %, ils n 'entrent pas dans les critères de sélection. Une analyse des peptides 
marqueurs de porc a également été réalisée, comme représenté au tableau 3.4. B. Ces 
peptides ont été exclusivement identifiés dans des échantillons de porc (N l 5, N l 6  ou N l 7) et 
cela pour les différentes méthodes d'extraction. L 'absence d' identification d'un peptide pour 
l 'un ou l 'autre protocole d'extraction peut également s' expliquer par des scores trop bas, 
comme mentionné ci-dessus. A ce jour, 25 peptides de bovin et 22 peptides de porc ont été 
identifiés (Tableaux supplémentaires S1 & S2).  
De manière générale, l ' extraction protéique utilisant l 'HCl  permet d ' identifier la plupart des 
peptides marqueurs sélectionnés pour la production d 'anticorps de lap in .  Cette méthode est 
donc conservée pour les expériences ultérieures. En revanche, il est plus diffic i le de 
départager les méthodes d 'extraction protéique util isant le TCA-Acétone et le SDS-Tris. Dans 
un souci de faci l ité et afin de pouvoir développer une méthode d'analyse sans a priori, le 
protocole d 'extraction SDS-Tris a été abandonné au profit du protocole d'extraction 
TCA-Acétone pour les expérimentations suivantes. 
3A. 6. Identification de peptides marqueurs spécifiques de volaille et de 
mouton 
La législation européenne en matière de farines animales bannit de manière catégorique la 
distribution de farines de bovin à l 'al imentation du bétail ((EC) N° 1 234/2003 (Commission 
Européenne, 2003) .  Dès lors, la recherche de peptides marqueurs spécifiques de bovin fut une 
des préoccupations premières de la méthode peptidomique développée dans ce mémoire. 
Ensuite, de façon à répondre à la vo lonté de réintroduire certaines farines animales (farine de 
porc pour l 'alimentation des volail les), une recherche de peptides marqueurs spécifiques de 
porc a également été réalisée. Un grand nombre de ces peptides de bovin et de porc ont dès 
lors été identifiés, ces peptides servant ainsi à l 'é laboration d'anticorps destinés au 
développement de tests ELISA. Afin de répondre à la demande de réintroduction des farines 
de vo lai l le à l 'al imentation des porcs, une étude sur la découverte de peptides marqueurs 
spécifiques de vo lai l le a donc été réalisée. Enfin, pu isque des farines de mouton étaient 
également d isponibles, une recherche sur les peptides marqueurs spécifiques de mouton fut 
également effectuée. 
3A. 6. 1. Peptides marqueurs de volaille (Gallus gal/us) 
Des farines de vo lai l le et des farines de plume provenant du NIFES et du CRA-W ont été 
utilisées afin de rechercher la présence de ces peptides marqueurs. Ces farines ont subi deux 
types d'extractions protéiques, à savoir l 'extraction HCl et l 'extraction TCA-Acétone. Les 
extraits protéiques ont ensuite subi une étape de "C lean-Up" pour être ensuite digérés 
enzymatiquement par la trypsine pendant cinq heures. Une l iste composée d'une vingtaine de 
peptides marqueurs abondamment retrouvés dans ces échant i l lons de vo lai l le et de plumes est 
reprise au tableau 3.5. Une liste plus exhaustive de ces peptides marqueurs est reprise au 
tableau supplémentaire S3. Parmi les peptides marqueurs identifiés, certains proviennent de 
particules de muscles (myosine, desmine) tandis que d'autres sont retrouvés principalement 
dans le sang (hémoglobine, albumine sérique). Une grande majorité de ces peptides sont 
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Tableau 3.5 - Liste de peptides marqueurs identifiés dans des échantillons de farine de volaille 
(Gallus gal/us) et de plume provenant du IFES et du CRA-W. 
1 
Protéines 
Myosin-11 ( Gallus gal/us) 
Des min  ( Gallus gal/us) 
Vimentin (Gallus gal/us) 
Heat shock protei n  beta-1 (Gallus gal/us) 
Serum a lbumin (Gallus gal/us) 
Hemoglobin su bu n it a lpha-D 
( Gallus gal/us) 
Keratin, type I l  cytoskeletal 8 
( Gallus gal/us) 
Keratin, type I l  cytoske letal 5 
( Gallus gal/us) 
Kerati n  75 ( Gallus gal/us) 
Kerat in 4 ( Gallus gal/us) 
Desmoplakin isoform (Gallus gal/us) 
Peptides 
DNADLANE I R  
IAQLEEELDEEHSN I ETMSDR 





PLPSI I LDE ICQVEK 
QSDI NTCFGEEGAN LIVQSR 
TNCDLLHDHGEADFLK 
FVH DSIGVH K 
AASHQEE FGAEALTR 





E N IGGELSK 




Tableau 3.6 - Liste de peptides marqueurs identifiés dans des échantillons de farines de mouton 
(Ovis aries) provenant du NIFES et du CRA-W. 
Protéines 
Hemoglobi n subunit beta (Ovis aries) 
Beta-A globin cha in (Ovis aries) 
Alpha globin 1 (Ovis aries ophion) 
Peptides 
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également issus de particules riches en kératine, puisque cette protéine est l 'un des 
constituants majeur des plumes. Ces peptides marqueurs de volaille (Gallus gallus) n'ont pas 
encore été testés pour la production d'anticorps polyclonaux de lapin. 
3A. 6.2. Peptides marqueurs de mouton (Ovis aries) 
Des farines de mouton provenant du NIFES et du CRA-W ont également été utilisées afin de 
rechercher des peptides marqueurs spécifiques de cette espèce. Les protéines de ces farines 
ont été extraites par l'HCl ou le TCA-Acétone, ont subi une étape de "Clean-Up" puis ont été 
digérées par la trypsine pendant cinq heures. La liste de peptides marqueurs spécifiques de 
mouton est reprise au tableau 3.6. La totalité des peptides spécifiques provient de protéines 
du sang, telles que l'hémoglobine. Une des raisons expliquant le faible nombre de peptides 
identifiés pour le mouton est que ce dernier n'est pas encore totalement caractérisé au niveau 
de son génome. Il se peut que dans quelques années, une fois que le génome complet du 
mouton sera caractérisé, un plus grand nombre de peptides marqueurs spécifiques d' Ovis 
aries pourra être identifié. Ces quelques peptides n'ont pas encore été testés pour la 
production d'anticorps polyclonaux de lapin. 
3A. 7. Etude de la sensibilité et limite de détection 
Un des objectifs de ce travail est de pouvoir déterminer la sensibilité de l'approche 
peptidomique/protéomique et sa limite de détection pour des particules animales présentes 
dans une farine. La méthode officielle européenne d 'analyse des farines animales, la 
microscopie optique, peut par exemple détecter la présence d'une particule animale sous la 
forme de protéines animales transformées (PATs) jusqu'à des concentrations relatives de 
0. 1 % (Liu et al., 201 1 ). L ' idéal serait donc d'atteindre des niveaux similaires de détection 
pour pouvoir détecter, par exemple, la présence d'un peptide de bovin en faible concentration 
dans une farine de porc ou vice versa. Afin d'évaluer la sensibilité et la limite de détection de 
cette approche peptidomique, une analyse sur différents mélanges de farines a été réalisée. 
3A. 7. 1. Profil protéique sur gel des "mix" de farines 
Le profil protéique sur gel de différents mélanges de farine extraits selon deux méthodes 
d'extraction protéique (TCA-Acétone & HCl) a été réalisé. Un premier mélange de type 
porc - bovin (PB) a été effectué. Plus précisément, de la farine de bovin ( échantillon G', 
CRA-W) a été mélangée à une farine de porc (échantillon C', CRA-W) à raison de O %, 1 %, 
5 % ou 1 0  %. Le but général de cette expérience est de préciser à quelles concentrations 
relatives en farines de bovin les peptides de bovin sont effectivement détectés dans la farine 
de porc .. Cependant, bien que la farine de porc soit considérée comme une farine« pure», sa 
composition exacte n'est pas totalement connue. En effet, les farines animales sont des 
mélanges hétérogènes, et on ne peut exclure la présence de particules de bovin contaminantes. 
Afin de ne pas obtenir de résultats biaisés, un second mélange de farine a été réalisé : une 
farine 100 % végétale où a été ajoutée de la farine de bovin à 0, 1 ,  5 ou 1 0  %. Cette farine 
végétale, provenant du CRA-W, est une farine purement végétale destinée à l'alimentation 
des chevaux. Dans ce cas, cette farine ne contient pas de particules animales pouvant biaiser 
les résultats. 
Ces mélanges ont donc été extraits selon deux méthodes d'extraction protéique différentes 
(TCA-Acétone & HCl) et les extraits protéiques déposés sur un gel Tris-Glycine 1 8  % 
(Figure 3.10) .  Puisque différentes quantités relatives de farine de bovin ont été ajoutées à ces 
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Figure 3.10 - Gel Tris-Glycine 1 8  % illustrant le profil protéique de mélanges de farines Végétal - Bovin 
(VB) et Porc - Bovin (PB) selon deux méthodes d'extraction protéique (A : TCA-Acétone, B : HCI). Des 
mélanges végétal - bovin (0, 1 ,  5 et 1 0  % de farine de bovin dans une farine végétale) et des mélanges 
porc - bovin (0, 1 ,  5 et 1 0  % de farine de bovin dans une farine de porc) ont été extraits soit au TCA-Acétone 
(A), soit à l 'HCI (B). Les échanti llons ont ensuite subi une étape de "Clean-Up", avec resuspension de l 'extrait 
protéique dans du DLA, avant d'être analysés par électrophorèse. L'étalon protéique utilisé est le SeeBlue® 
Plus2 Prestained Standart kit. Le gel est coloré au krypton et scanné à 480 V (gel A) et à 450 V (gel B) par un 
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0 - 6 - 17 
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109 - 130 - 156 
Figure 3. 1 1  - Diagrammes de  Venn illustrant le nombre de  peptides de  bovin identifiés dans différents 
mélanges de farines (Végétal - Bovin & Porc - Bovin), selon deux méthodes d'extraction protéique 
différentes (TCA-Acétone & HCI). Les protéines ont été extraites suivant les deux méthodes d'extraction avant 
de subir une étape de "Clean-Up", avec resuspension des extraits protéiques dans du RapiGest 0,2 %. Les extraits 
ont ensuite été digérés enzymatiquement par la trypsine (ratio trypsine/protéine, 1 /20) pendant 5 heures avant 
leur analyse MS/MS. 
Tableau 3.7 - Liste des peptides spécifiques de bovin retrouvés dans les échantillons de mélange 
Végétal - Bovin (VB) et Porc - Bovin (PB), pour deux méthodes d'extractions protéiques différentes 




Hemoglobin subunit a l pha 
(Bos tau rus) 
Heat shock protein beta-1 
( Bos ta urus} 




VB 10 %, HCI 
VB 5 % & 10 %, TCA 
PB  5 % & 10 %, TCA 
PB  10 %, H CI 
/ 
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du profil protéique. Cependant, en observant ces deux gels, aucune différence ne peut être 
décrite suivant les concentrations relatives croissantes en matériel bovin (de O % à 1 0  %). Par 
contre, une différence entre échantillons (végétal versus animal) et méthodes d'extractions 
peut être observée. En effet, il apparait clairement que les méthodes utilisant le TCA-Acétone 
(Figure 3 . 10  - A) ou l'HCl (Figure 3 . 10  - B) extraient de manière différente les protéines 
végétales, puisque le profil protéique est sensiblement différent entre ces mélanges « VB ». 
L'extraction TCA-Acétone semble d'ailleurs plus efficace pour extraire les protéines 
végétales, puisque un plus grand nombre de bandes protéiques peuvent être observées lorsque 
le TCA-Acétone est utilisé (A) comparé à l'HCl (B) . Il faut savoir que les farines végétales 
sont soumises à des traitements moins drastiques que les farines d'origine animale. De plus, 
leur composition est assez différente d'une farine animale, cette farine végétale contenant 
diverses espèces végétales, des cendres brutes, des polysaccharides, du gluten, . . .  (Figure 
supplémentaire S6) . Ces farines végétales pourraient donc exercer un effet de matrice 
important, ce qui aurait des répercussions sur le profil protéique sur gel. 
3A. 7.2. Analyse MS des échantillons « mix » 
Une analyse en spectrométrie de masse de ces mélanges PB et VB fut ensuite effectuée. Les 
échantillons ont été digérés enzymatiquement par la trypsine pendant cinq heures puis 
envoyés vers le spectromètre de masse pour leur analyse MS/MS. Les diagrammes de Venn 
illustrant le nombre de peptides de bovin identifiés dans ces différents mélanges et selon les 
deux modes d'extractions protéiques sont représentés à la figure 3.1 1 .  Ces diagrammes 
suggèrent l'identification d'un certain nombre de peptides de bovin et cela même pour des 
mélanges à 1 %, tel que représenté dans les mélanges VB - TCA-Acétone, PB - TCA­
Acétone & PB - HCl (4, 10 et 1 09 peptides de bovins identifiés, respectivement). Aussi, une 
différence apparait entre les échantillons VB et PB, notamment pour l'extraction HCl. En 
effet, le nombre de peptides bovins identifiés dans le mélange PB - HCl est nettement plus 
important que dans le mélange VB - HCI. Une explication avancée de façon à expliquer cette 
différence serait un possible effet de matrice créé par la farine végétale. En effet, puisque la 
majorité de l'échantillon VB est constitué en majorité de protéines végétales et autres 
molécules d'origines végétales, ce mélange complexe a, semble-t-il, influencé le processus 
d'extraction protéique. Pour les mélanges PB, le nombre de peptides de bovin identifiés est 
clairement supérieur avec l'extraction HCl, comparée à l'extraction TCA-Acétone. Par 
exemple, pour le mélange à 1 %, 1 09 peptides ont été identifiés avec l'extraction HCI et 10 
seulement avec l'extraction TCA-Acétone. 
Pour chaque échantillon, une évaluation spécifique des peptides de bovin sélectionnés pour la 
production d'anticorps polyclonaux de lapin a été réalisée. Le but est de déterminer la 
présence ou non de ces peptides dans ces mélanges de farines et à quelles concentrations 
relatives. Ainsi, il apparait que le peptide de la sous-unité alpha de l'hémoglobine de 
Bos taurus est identifié dans les échantillons VB - TCA et PB - TCA à des concentrations 
relatives de 5 et 1 0  % (Tableau 3.7). En ce qui concerne l'extraction HCl, ce peptide n'est 
identifié que dans l'échantillon VB à la concentration relative de 1 0  %. Parmi les deux 
peptides appartenant à la protéine HSP-� 1 de Bos taurus, seul le peptide 
ALPAAAIEGPAYNR est identifié et uniquement dans l'échantillon PB - HCl à la 
concentration relative de 1 0  %. Cependant, comme décrit précédemment, cela ne veut pas dire 
que ces peptides ne sont pas présents. Tout dépend du score de probabilité d'identification 
choisi par l'expérimentateur mais également du type d'analyse réalisé sur ces mélanges de 
farine. En effet, une analyse MS/MS a été réalisée sur ces mélanges afin d'obtenir ces 
résultats. Un scan en mode MS/MS ne laisse passer que certains peptides lors de l'analyse et il 
arrive que des peptides, en quantité moindre, ne soient pas analysés. Dès lors, l'utilisation 
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d'un appareillage différent, un triple quadrupôle par exemple, pourrait être utilisé de façon à 
détecter les peptides présents en plus petites quantités. Une analyse prospective de différents 
mélanges de farines au moyen d'un triple quadrupôle a été réalisée en collaboration avec le 
CER (Marloie) et sera plus amplement décrite dans la partie « Discussion générale, 
Conclusion et Perspectives » de ce mémoire. 
3A. 8. Résumé 
La première partie de ce travail avait pour but de réaliser une étude 
peptidomique/protéomique sans a priori sur des farines animales de natures différentes afin 
d'identifier/confirmer un certain nombre de peptides marqueurs spécifiques d 'espèces 
particulières. De façon à identifier ces peptides marqueurs, plusieurs méthodes d'extraction 
protéique ont été testées afin d'extraire les protéines présentes dans ces farines. Des analyses 
ont été réalisées de façon à sélectionner la ou les méthodes d'extraction les plus efficaces. 
Cette efficacité a été évaluée selon plusieurs critères, notamment la facilité d'extraction de la 
méthode, la quantité de protéines obtenue et le nombre de peptides uniques identifiés pour 
chaque méthode testée. Ce sont fmalement les méthodes utilisant le TCA-Acétone et l'HCl 
qui ont été retenues pour la plupart des analyses réalisées au cours de ce mémoire. 
Un certain nombre de peptides marqueurs de bovin, de porc, de volaille et de mouton ont à ce 
jour pu être identifiés. Alors que certains peptides n'ont pas encore été testés pour la 
production d'anticorps, d'autres ont déjà montré des résultats satisfaisants (Voir Partie C des 
Résultats). 
Le degré de sensibilité et de spécificité de l' approche peptidomique/protéomique a également 
été étudié dans des expériences préliminaires au moyen de différents mélanges de farine. La 
méthode développée permet d'identifier certains peptides spécifiques de bovin présents dans 
des mélanges même à des concentrations relatives de 1 à 5 %. Une perspective future serait 
donc de tenter de diminuer cette limite de détection de façon à se positionner au même niveau 
de sensibilité que la microscopie optique. 
Partie B - Adaptations de l 'approche peptidomique/protéomique en vue d'un 
protocole de routine court, efficace et flexible 
La première partie de ce mémoire consistait en une analyse sans a priori de farines animales 
afin d'identifier des peptides marqueurs spécifiques de ces farines. Dans ce but, des 
protocoles d'extraction, de purification et de digestion ont été testés afin de rechercher le plus 
grand nombre de ces peptides marqueurs. A partir du moment où l' extraction protéique 
débute et jusqu 'au moment où les peptides sont analysés en spectrométrie de masse, environ 
une semaine d'expériences est nécessaire. Puisque ce travail s ' inscrit dans le cadre d'un projet 
fmancé par le SPF Santé publique, nous avons aussi essayé de répondre à la recommandation 
de développer un protocole court et applicable en analyses de routine par des agences 
publiques de sécurité alimentaire. Dans ce but, les différentes étapes de l'approche 
peptidomique/protéomique décrite dans la partie A (se référer à la Figure 3.2) ont été 
optimisées de façon à réduire ce temps d'expérimentation. 
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N15- CUp N15 - Sa nsCUp N20 - Cup N20 - SansCUp 
309 1 86 3 5  134 181  3 1  
495 - 221 315 - 212 
Figure 3 .12 - Diagrammes de Venn illustrant l 'efficacité du "Clean-Up" au niveau du nombre de peptides 
identifiés dans un échantillon de porc (NlS) et de bovin (N20). Des échantillons de farine de porc et de bovin 
ont été traités à l 'HCl de façon à extraire leurs protéines. L'extrait protéique a ensuite subi une étape de "Clean­
Up" ou non (CUp ou SansCUp) et le culot est resuspendu dans du RapiGest 0,2 %. Les extraits ont alors été 
digérés enzyrnatiquement par la trypsine (ratio trypsine/protéine, 1 /20) pendant 5 heures avant leur analyse 
MS/MS. 
Tableau 3.8. A - Liste des peptides marqueurs de bovin retrouvés dans les échantillons ayant subi ou non 
une étape de "Clean-Up". 
Protéine 
Hemoglobin su bu n it a lpha 
(Bos taurus) 
Heat shock protei n  beta-1 
(Bos ta urus) 
Peptides Echanti l lons 
AVEH LDDLPGALSELSDLHAH K 
ALPAAAIEGPAYNR  
SATQSAE ITI PVTFQAR 
NlS CUp 
N20 CUp 
N20 CUp & SansCUp 
/ 
Tableau 3.8. B - Liste des peptides marqueurs de porc retrouvés dans les échantillons ayant subi ou non 
une étape de "Clean-Up". 
Protéine I Peptides 
__ 
Echanti l lons 
Desmin (Sus scrofa) 
Carbonic anhydrase-3 
(Sus sera/a) 
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3B. 1. Etude de l'efficacité de l 'étape de "Clean-Up" 
Après chaque extraction, les extraits protéiques subissent une étape de "C lean-Up" 
(GE Healthcare, USA). Cette étape a p lusieurs fonctions : é liminer les détergents non 
compatibles avec une analyse MS, concentrer et purifier les échant il lons protéiques. 
Cependant, le coût du kit de "Clean-Up" et le temps requis pour cette étape ( environ une 
journée) nous ont conduits à mener une étude permettant d'évaluer son efficacité. Une étude 
préliminaire réalisée sur des échanti l lons du CRA-W avait déjà été effectuée auparavant, cette 
étude suggérant l'efficacité du "Clean-Up" (Projet PeptidoGénomique RF N° 1 1 /6243, thèse 
d'Hélène Marbaix) . Cependant, puisque la major ité des farines animales uti l isées dans ce 
mémoire proviennent du NIFES, une analyse simi laire a été effectuée sur ces farines. Dans ce 
but, deux échantil lons de farines animales (N 1 5  : porc, N20 : bovin) ont été sélectionnés pour 
réaliser cette analyse. Ces échantil lons ont été extraits par la méthode protéique utilisant l 'HCl 
et les extraits protéiques ont subi ou non une étape de "Clean-Up" avant d'être digérés 
enzymat iquement par la trypsine. Ces peptides ont ensuite été analysés en spectrométrie de 
masse et le nombre de peptides identifiés pour chaque échanti l lon est représenté par des 
diagrammes de Venn, tels que présentés à la figure 3.12. Ces diagrammes suggèrent que le 
nombre de peptides identifiés dans chaque échanti l lon est plus é levé après une étape de 
"Clean-Up" (CUp), comparé à une extraction sans "Clean-Up" (SansCUp). En effet, le 
nombre de peptides ident ifiés après "Clean-Up" dans l 'échanti l lon de porc (N 1 5) est de 495, 
comparé aux 22 1 peptides identifiés lorsque le "Clean-Up" n 'est pas réal isé. La même 
tendance est observée dans l ' échant i l lon de bovin (N20), où le nombre de peptides identifiés 
lorsque le "Clean-Up" est effectué est de 3 1 5 ,  comparé aux 2 1 2  peptides identifiés 
lorsqu'aucune étape de "Clean-Up" n' est accompl ie. Ensuite, une évaluation de la présence 
des trois peptides de bovin et des quatre peptides de porc sélectionnés pour la production 
d'anticorps a été réalisée. Le but est de déterminer la présence de ces peptides dans ces 
échant il lons de porc et de bovin, et dans quelles conditions ("Clean-Up" ou sans "Clean-Up"). 
Il apparaît que la p lupart de ces peptides sont identifiés dans les échanti l lons ayant subi ce 
"Clean-Up", tel que représenté aux tableaux 3.8 A & B. Bien que les peptides bovins aient 
été identifiés dans les échant illons « CUp », seul le peptide dérivé de la desmine de Sus scrofa 
a été identifié. Même si on ne peut exclure un effet matrice variable d 'un peptide à l ' autre, i l  
faudrait répéter cette expérience afin de vérifier la présence de ces peptides de porc dans les 
échanti l lons analysés lorsque le "Clean-Up" est réalisé ou non. 
Ces résultats suggèrent, dans l ' ensemble, que l ' étape de "Clean-Up" est importante et devrait 
être conservée lors d'analyses u ltérieures. 
3B. 2. Réduction et alkylation des protéines 
Avant la digestion enzymatique des protéines, plusieurs étapes de préparation de ces dernières 
sont nécessaires afin d 'optimiser l 'action de l ' enzyme uti lisée. Les protéines sont en effet 
caractérisées par une structure tertiaire, cette conformation étant notamment conservée par la 
présence de ponts d isulfures entre certains résidus cystéine de la protéine. Afin de faci l iter la 
digestion enzymat ique, ces ponts d isulfures do ivent être rompus. Une façon de réaliser cela 
est de réduire ces ponts disulfures au moyen de DTT (dithiothréitol). Afin que ces l iaisons ne 
se reforment pas, de l ' iodoacétamide (IAA) est également ajoutée à l 'extrait protéique. 
L' IAA est un agent alkylant réagissant avec les résidus cystéine libres en bloquant leur 
réoxydation (Gundry et al. , 2009). De cette façon, la protéine en solution se retrouve sous une 
conformation dépliée, offrant un accès aisé à l ' enzyme au niveau de ses nombreux sites de 
clivage. Cependant, une hypothèse a été émise selon laquelle les protéines extraites à partir 
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PorcJ S h  PorcJ 14h 
6 
PorcJ24h 
BovinKSh  Bovi nK14h 
24 
BovinK24h 
Figure 3. 1 3  - Diagrammes d e  Venn i llustrant l 'effet comparatif d e  différents temps de digestion 
enzymatique à la trypsine (Sb, 1 4h & 24h) sur deux échantillons du CRA-W (J : Porc ; K :  Bovin) sur le 
nombre de peptides identifiés pour chacun de ces temps de digestion. Les échanti llons ont été traités au 
TCA-Acétone pour ensuite subir une étape de "Clean-Up", avec resuspension du culot dans du RapiGest 0,2 %. 
Les extraits protéiques ont ensuite été digérés enzyrnatiquement par la trypsine (ratio trypsine/protéine, 1/20) 
pendant 5h, 14h ou 24h avant leur analyse MS/MS. 
Tableau 3.9 - Effets du temps de trypsinisation sur le nombre de peptides identifiés 
Temps 
S h  
14 h 
24 h 
Nombre de peptides identifiés 
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d'une farine animale sont déjà présentes en grande partie avec une conformation dépl iée. En 
effet, le traitement de ces farines ( exposit ion à des température et pression é levées) favorise la 
dénaturation de ces protéines. Une expérience a donc été réalisée sur des échantil lons de 
farine, où les étapes de réduction et d 'alk:ylation (par DTT et IAA) réalisées en amont de la 
trypsinisation n 'ont pas été effectuées. Après l ' analyse MS, une recherche théorique sur les 
peptides a été réalisée dans ProteinScape. Très peu de modifications carbamidométhyles 
peuvent être observées chez ces peptides. De plus, en analysant la séquence des différents 
peptides identifiés, on remarque que ces derniers ne contiennent qu'un nombre minime de 
cystéines dans leur séquence en acides aminés (résu ltats non montrés). Cette observation tend 
donc à confirmer l 'hypothèse suggérant que l 'util isation de DIT et d' IAA n 'est, en fin de 
compte, pas nécessaire. 
3B. 3. Diminution du temps de digestion enzymatique 
La digestion enzymatique à proprement dite des protéines issues de l 'extraction protéique des 
farines animales est également une étape demandant un certain temps d'expérience. En effet, 
dans la majorité des expériences réal isées en peptidomique, une digest ion enzymatique 
réalisée pendant toute une nuit est généralement requise. Cependant, ce temps important n'est 
pas compatible avec un protocole de « routine » et doit donc être réduit. Une étude 
préliminaire a également été réalisée dans ce but, où des échanti l lons ont été digérés pendant 
vingt-quatre heures ou c inq heures par la trypsine . Ces résultats ont suggéré une p lus grande 
quantité de peptides ident ifiés à cinq heures de digestion par rapport aux vingt-quatre heures 
(Projet PeptidoGénomique RF N° 1 1 /6243, thèse d'Hélène Marbaix). 
Néanmoins, une nouve l le étude comparative du temps de d igestion enzymatique a été 
réalisée, incorporant dans celle-ci un temps intermédiaire de quatorze heures ( ce temps 
correspondant en réalité à un temps « overnight » comme habituellement décrit dans la 
l ittérature). Le but est de déterminer si le temps de d igestion enzymatique de c inq heures reste 
efficace en terme de nombre de peptides identifiés. Les protéines de deux échant il lons du 
CRA-W (J : porc, K :  bovin) ont été extraites par le TCA-Acétone, ont subi une étape de 
"Clean-Up" puis ont été digérées enzymat iquement par la trypsine pendant cinq, quatorze ou 
vingt-quatre heures avant leur analyse MS. Les diagrammes de Venn suggèrent que le nombre 
de peptides identifiés pour chaque échanti llon est p lus élevé lorsqu 'une digestion de cinq 
heures est effectuée, par rapport aux autres temps de digestion testés (Figure 3.13 & Tableau 
3.9). I l  semble même que le nombre de peptides ident ifiés diminue en fonction du temps de 
trypsinisation. En effet, le nombre respect if de peptides de porc et de bovin identifiés à c inq 
heures est de 284 et de 286, alors qu' i l  n'est que de 76 et 1 48 peptides à vingt-quatre heures. 
Cette tendance générale est tout à fait particul ière aux farines animales. En effet, de 
nombreuses études ont été réalisées sur le temps nécessaire requis pour une digestion 
enzymatique optimale. I l  apparaît que dans le cas d'un échant il lon protéique complexe 
(ex : une combinaison de 45 protéines p lasmatiques), le temps de digestion enzymatique 
requis est généralement supérieur à cinq heures (Proc et al., 20 1 0) .  Cette observation a 
d'ai l leurs été confirmée par Hustoft et al, qui ont montré qu'un temps de digestion p lus long 
était nécessaire pour un échanti l lon comportant un mélange de protéines (BSA, lysozyme, 
cytochrome-c & a- lactalbumine) par rapport à un échanti l lon n'en contenant qu'une (Hustoft 
et al., 201 1 ) . Les protéines se comportent donc de manière différente en fonction de 
l 'environnement et de la complexité du mélange dans lequel e l les se trouvent. Puisqu 'une 
farine animale constitue un mélange complexe de protéines, une digestion enzymatique plus 
longue aurait donc du être observée. 
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Figure 3. 1 4  - Diagrammes de Venn iUustrant le nombre de peptides et de protéines identifiés à différents 
temps de digestion enzymatique par la trypsine, pendant 60 s ou 120 s avec sonication et 5 h sans 
sonication. 
Tableau 3.1 0 - Peptides marqueurs spécifiques de porc identifiés dans les échantillons 60 s, 120 s et 5 h. 
Protéine I Peptides Echanti l lons 1 
Desmin (Sus sera/a) 
Carbon ic  anhydrase 3 
(Sus scrofa) 






60 s, 120 s 
60 s, 120 s 
/ 
/ 
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Dans tous les cas, puisqu 'un temps de digestion enzymatique de cinq heures s'est avéré plus 
efficace pour les échanti l lons util isés dans ce travai l, les temps de d igestion enzymatique plus 
longs ( 1 4  heures ou 24 heures) ont donc définit ivement été abandonnés. 
Le temps de d igestion enzymat ique reste, même pour une durée de cinq heures, une étape 
l imitante au développement d'un protocole de routine. Cependant, plusieurs façons permettant 
de réduire ce temps de digestion ont été décrites (Capelo et al., 2009, Switzar et al., 20 1 3).  
Des méthodes utilisant des rayons infrarouges, des micro-ondes, des ultrasons ou une 
température de digestion plus é levée auraient ainsi la capacité de d iminuer considérablement 
ce temps de d igestion enzymatique. Parmi ces méthodes, celle utilisant les u ltrasons a été 
évaluée dans ce mémoire, en se basant sur des protocoles expérimentaux décrits dans la 
l ittérature (Lopez-Ferrer et al., 2005 , Rial-Otero et al., 2007). Pour ce faire, un échantillon de 
porc (C') a subi une extraction protéique à l 'HCI,  suivie par une étape de "Clean-Up". Cet 
échantillon a ensuite été digéré enzymatiquement par la trypsine avec sonication pendant 
soixante secondes (60 s) ou cent-vingt secondes ( 1 20 s) . Une digestion normale de cinq 
heures (5 h) (sans sonication) a également été réalisée sur cet échanti l lon. Les échanti l lons 
« 60 s » et « 1 20 s » ont été soniqués en présence de trypsine, à une amplitude de 70 % et un 
cycle de 1 (mode continu). Les d iagrammes de Venn représentant le nombre de protéines et 
peptides identifiés pour chaque temps de digestion/sonication sont i l lustrés à la figure 3. 14.  
Ces diagrammes suggèrent que la digest ion enzymatique avec sonication fonctionne 
relativement bien, puisqu'un certain nombre de peptides (53) et protéines ( 1 3) ont été 
spécifiquement identifiés au temps « 60 s ». De p lus, il apparaît que le nombre total de 
peptides et protéines identifiés est supérieur au temps « 60 s » par rapport aux autres temps de 
d igestion : 354 peptides ont été identifiés à «  60 s » tandis que 325 peptides ont été ident ifiés à 
« 5 h » sans sonication. B ien que cette différence en terme de nombre de peptides soit légère, 
ces résultats restent pour le moins encourageants dans le but de développer un protocole 
d'analyse court et efficace. 
La recherche de peptides marqueurs spécifiques de porc dans ces échantil lons a également été 
réalisée (Tableau 3. 10). Il apparaît que le peptide appartenant à la desmine de Sus scrofa est 
retrouvé uniquement dans les échanti l lons « 60 s » et « 1 20s ». Le peptide GGPLT AA YR 
correspondant à l 'anhydrase carbonique-3 de  Sus scrofa est également retrouvé dans les 
échantil lons « 60 s » et «  1 20 s » et cela avec un score de probabil ité d' identification supérieur 
ou égal à 95 %. II semble cependant que ce peptide ait été également ident ifié dans 
l ' échantillon « 5 h », mais pour un score de probabilité de 84 %. Les deux autres peptides de 
porc, notamment le peptide de la HSP-P l de Sus scrofa, n'ont pas été retrouvés dans ces 
échantillons. La recherche d 'autres peptides de porc (n'ayant pas encore été testés pour la 
production d 'anticorps) à partir d'une l iste plus exhaustive pourrait certainement confirmer 
l ' intérêt d 'util iser cette méthode de digestion enzymatique « ultra-rapide ». 
Quoi qu' i l  en so it, ces résultats sont encourageants pour la su ite et une d igestion de soixante 
secondes avec sonication sera privilégiée par rapport à une digestion de c inq heures. 
3B. 4. Diminution du temps d'extraction protéique 
L'étape qui nécessite le plus de temps reste la première étape : l ' extraction protéique des 
farines animales. Dans un protocole « normal » d'extraction, le temps requis pour obtenir un 
extrait protéique est d 'environ de deux à trois jours pour les extractions utilisant l 'HCl et le 
TCA-Acétone. Afin de d iminuer ce temps d'extraction tout en garantissant son rendement, 
différents protocoles « accélérés » ont été testés. 
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Figure 3.1 5  - Comparaison de l'efficacité de la méthode d'extraction protéique utilisant l 'HCl selon 
différents temps d' incubation, sur un échantillon de bovin (A) et un échantillon de porc (B). Quarante mg 
de farines de bovin et de porc ont été extraits par la méthode HCl, selon différents temps d' incubation : 4 h, 8 h, 
1 6  h, 24 h et 24 h. La quantité de protéines (µg) récoltées pour chaque échantil lon est évaluée selon les différents 
temps d ' incubation. 
RÉSULTATS & DISCUSSION 
3B. 4. 1. Réduction du temps d'extraction TCA-Acétone 
Un protocole d'extraction TCA-Acétone « normal » nécessite un peu plus de quarante-huit 
heures d'expérience. Cependant, puisque certaines étapes de ce protocole sont nécessaires au 
bon fonctionnement de cette extraction, un protocole fortement raccourci est difficile à mettre 
en œuvre. Néanmoins, un nouveau protocole« court » a été testé, ce dernier ne durant qu'une 
journée et demie. En fin d'extraction, les extraits sont resuspendus soit dans du DLA, soit 
dans un tampon de lyse rendant ces extraits compatibles avec une analyse ELISA. Les 
résultats obtenus suggèrent que ces protocoles raccourcis fonctionnent relativement bien, 
même si le nombre de peptides identifiés pour chacun d'eux est inférieur par rapport au 
protocole normal. De plus, les peptides marqueurs spécifiques de porc et de bovin testés pour 
la production d'anticorps ont b ien été identifiés dans chacune de ces extractions (Thèse 
d'Hélène Marbaix) . 
3B. 4.2. Réduction du temps d'extraction HCI 
Dans un protocole «normal » d'extraction protéique à l 'HCl, quarante-huit heures sont 
nécessaires afin d'extraire les protéines animales (Jiang et al., 2007, Buckley et al., 2008). 
Puisque le but de ce mémoire est également de développer un protocole court adaptable en 
analyses de routine, une étude réduisant ce temps d'extraction a été réalisée. Pour ce faire, 
deux échantillons du CRA-W (C' : porc, G' : bovin) ont été extraits par la méthode HCl selon 
différents temps d' incubation : 4 h, 8 h, 1 6  h, 24 h et 48 h (temps« normal ») . Les quantités 
de protéines obtenues après chacune de ces extractions et pour chaque échantillon sont 
représentées à la figure 3.15.  Ces résultats suggèrent qu'après seulement quatre heures 
d'extraction à l'HCl, les quantités de protéines (µg) sont relativement élevées, à la fois pour 
l'échantillon de bovin (A) et de porc (B). En effet, environ 440 µg de protéines ont été extraits 
après quatre heures d'extraction, alors que seulement 340 µg de protéines l'étaient après 
quarante-huit heures d 'extraction, dans l'échantillon de porc (à partir de 40 mg de farine de 
départ) . En ce qui concerne l'échantillon de bovin, environ 1300 µg de protéines ont été 
obtenus après quatre heures d'extraction, par rapport aux 2000 µg de protéines obtenus après 
un temps d'extraction de quarante-huit heures. Bien que les résultats après quatre heures 
suggèrent une quantité de protéines plus faible (pour l'échantillon de bovin), cette quantité 
n'en reste pas moins relativement importante. 
Ces résultats d'extractions « courtes » suggèrent donc que l'extraction HCl de quatre heures 
pourrait être utilisée de façon routinière. Cependant, une analyse en spectrométrie de masse 
des peptides obtenus après ces quatre heures doit encore être réalisée, de façon à évaluer la 
présence de peptides marqueurs dans ces échantillons. Si un certain nombre de ces peptides 
marqueurs sont identifiés, alors ce temps d'extraction pourra être conservé pour des analyses 
ultérieures. 
I l  serait également intéressant d'évaluer le déroulement d'un protocole complet « accéléré ». 
Par exemple, un protocole d'extraction par l 'HCl de quatre heures, suivi par une étape de 
"Clean-Up" et terminé par une digestion enzymatique par la trypsine avec sonication pendant 
soixante seconde. Ce protocole « accéléré » ne prenant que deux jours (au lieu des cinq jours 
habituels) pourrait alors, si les résultats MS s'avèrent satisfaisants, être appliqué comme 
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Analyse d'antisérum de lapin par ELISA indirect: peptide de porc 
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Figure 3.16  - Tests ELISA indirects réalisés sur deux peptides de porc sélectionnés pour la production 
d'anticorps polyclonaux de lapin. La densité optique à 450 nm a été mesurée au moyen d'un 
spectrophotomètre pour des dilutions sériées de l 'anticorps d' intérêt. Un anticorps secondaire couplé à une HRP 
(peroxydase) à été utilisé pour révéler les complexes anticorps primaire-peptide de porc. Peptide de porc 
HDPSLLPWT ASYDPGSAK "coaté" à raison de 1 000 ng/puits (A) et de 1 00 ng/puits (B). Peptide de porc 
TSGGAGGLGPLR "coaté" à raison de 1 000 ng/puits (C) et de 1 00 ng/puits (D). Les résultats ont été obtenus 
avec la collaboration du Centre d'Economie Rurale (CER) de Marloie. 
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3B. 5. Résumé 
La seconde partie de ce travai l  avait pour but d'adapter l'approche peptidomique en vue d 'un 
protocole de routine plus court, efficace et flexible pour les agences publiques de sécurité 
alimentaire. Des optimisations ont dès lors été réalisées afm de réduire le temps et le coût 
nécessaire au dérou lement de cette approche peptidomique. Parmi ces optimisations, une 
digestion enzymatique « accélérée » a été proposée, cette dernière suggérant un potent ie l  
élevé par rapport à une digestion enzymatique "habitue l le" .  De même, les protocoles 
d'extraction protéique, étant des étapes limitantes dans le temps, ont été également réduits. 
C 'est ainsi qu'un protocole d 'extraction TCA-Acétone d'une journée et demi et un protocole 
d'extraction HCl de quatre heures ont prouvé leur efficacité lors de l ' extract ion protéique des 
farines animales. L 'étude du potentiel de ces protocoles sera poursuivie dans de prochaines 
expériences (Thèse d 'H.  Marbaix) . 
Partie C - Tests de peptides marqueurs spécifiques par la méthode ELISA 
L'objectif principal de ce mémoire est d' ident ifier des pept ides marqueurs spécifiques 
d'espèces présents dans des farines animales. Plusieurs de ces peptides marqueurs ont été 
identifiés, certains d 'entre eux ayant déjà été sélectionnés pour la production d 'anticorps 
polyclonaux de lapin. Le but principal de cette production d 'anticorps est d'élargir la gamme 
d'anticorps disponibles pour la réalisation de tests ELISA sur les farines animales. En effet, 
les tests ELISA actuellement réalisés sur les farines animales ne sont, pour l ' instant, pas 
encore assez caractérisés et peu reproductibles, même si les méthodes immuno logiques pour 
l ' identification d'espèces présentes dans une farine sont util isées comme méthodes d 'analyse 
alternat ives à la méthode microscopique. 
Parmi les nombreux peptides de porc et de bovin ident ifiés dans les farines analysées, trois 
peptides de bovin et quatre peptides de porc ont initialement été testés pour la production 
d'anticorps. Ces peptides, synthétisés par Eurogentec (Liège, Belg ique), ont ensuite été 
injectés à des lapins (en général, trois lapins sont uti lisés) et des pré lèvements de sang 
réguliers sont réalisés (CER, Marloie) . Après environ deux mois d' immunisation, un grand 
prélèvement de sang (GP) est réalisé en vue de récolter un maximum de sérum contenant les 
anticorps d' intérêt. Les résultats présentés c i-après ont été réalisés avec la collaboration du 
CER de Marloie, et présentent les résultats ELI SA de deux peptides marqueurs de porc ayant 
été sélectionnés pour la production d 'anticorps. Un premier anticorps de l 'anhydrase 
carbonique 3 de Sus scrofa a été analysé par la méthode ELISA. Dans ce but, le peptide 
HDPSLLPWTASYDPGSAK a été "coaté" au fond de puits d 'une plaque 96 puits à raison de 
1 000 ng de peptide par puits. Des dilutions sériées de l 'anticorps spécifique de ce peptide ont 
été ajoutées à ces puits, où l 'anticorps doit normalement reconnaitre le peptide et s'y lier. 
Ensuite, après p lusieurs r inçages, un anticorps secondaire spécifique de l 'anticorps primaire 
est rajouté dans chaque puits, cet anticorps étant lié à une enzyme (peroxydase) permettant sa 
révélation et son dosage colorimétrique. Les résu ltats du test ELISA réalisé sur ce peptide 
sont décrits à la figure 3 .16 - A. Les résultats présentés suggèrent qu'avant d'être immunisés 
par ce peptide de porc (PPI : Prélèvement Pré-Immunisation), les lapins testés (M 140 1 4, 
M 1 40 1 5  & M 1 40 1 6) ne possédaient pas d 'anticorps capables de reconnaitre ce peptide 
puisque la densité optique est égale à zéro pour les courbes b leu foncé, rouge et verte. En 
revanche, après le grand prélèvement (GP), il s 'avère que l ' immunisat ion a bien fonct ionné 
puisque des densités optiques proches de quatre sont observées pour chacune des courbes 
(bleu clair, orange et mauve) lorsque les concentrations d'anticorps sont élevées. Su ivant la 
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dilution de l'anticorps, la densité optique observée diminue. Puisque qu'un "coating" de ce 
peptide à 1 000 ng/puits fonctionne relativement bien, un test réalisé sur des puits "coatés" à 
1 00 ng/puits de ce peptide a également été réalisé. Les résultats de ce test ELISA suggèrent 
que même à 1 00 ng/puits, les anticorps dirigés vers le peptide de l'anhydrase carbonique 3 
présentent une spécificité relativement élevée (Figure 3. 1 6  - B). Ces tests suggèrent donc 
qu'un "coating" à 1 00 ng/puits de ce peptide et des dilutions d'anticorps entre 8 1 00 fois et 
24 300 fois peuvent être utilisées. 
Un second test ELISA sur le peptide de la desmine de Sus scrofa (TSGGAGGLGPLR) a 
également été réalisé, avec un "coating" de ce peptide à 1 000 ng/puits et à 1 00 ng/puits 
(Figure 3 . 16  - C & D). De la même manière que le premier test exposé ci-dessus, le 
prélèvement pré-immunisation suggère que ces lapins ne possédaient pas d 'anticorps capables 
de reconnaitre ce peptide testé. Les tests après grand prélèvement suggèrent par contre que 
des anticorps spécifiques ont été produits contre ce peptide de porc. De plus, il s'avère qu'à 
une concentration de 1 00 ng/puits de ce peptide, le test ELISA se révèle aussi satisfaisant qu'à 
une concentration de 1 000 ng/puits. Une diminution de la densité optique peut être observée à 
des dilutions d 'anticorps comprises entre 8 1 00 et 24 300 fois. Ces tests suggèrent donc qu'un 
"coating" à 1 00 ng/puits du peptide et une dilution d'environ 20 000 fois de cet anticorps sont 
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4. Discussion générale, Conclusion et Perspectives 
Une méthode peptidomique/protéomique visant à analyser les farines animales dans le but 
d' identifier des peptides marqueurs spécifiques de ces farines a été développée au cours de ce 
mémoire. La majeure partie des analyses effectuées sur ces farines ont été réalisées sans 
a priori. En effet, une analyse ciblée sur ces farines n'aurait, par exemple, pas permis 
d' identifier un nombre suffisant de peptides marqueurs spécifiques et de déterminer les 
méthodes d'extraction protéique les plus reproductibles et fournissant une quantité importante 
de ces peptides. C'est d'ailleurs grâce à cette méthode sans a priori que les protocoles 
d'extraction utilisant l'HCl et le TCA-Acétone ont été sélectionnés pour de futures analyses. 
Grâce à cette méthode, 22 peptides de porc, 25 peptides de bovin et plus d'une cinquantaine 
de peptides de volaille ont pu être identifiés. Certains de ces peptides de porc et bovin sont 
d'ailleurs actuellement testés pour la production d'anticorps polyclonaux afin de développer 
des tests ELISA plus spécifiques sur les farines animales, au CER de Marloie. 
La transmission de cette méthode peptidomique à des agences publiques pour la sécurité 
alimentaire a nécessité le développement d'un protocole dit « de routine ». De façon à mettre 
au point cette procédure de routine, c 'est-à-dire un protocole court tout en permettant 
d'identifier le plus grand nombre de peptides marqueurs, des optimisations ont été réalisées. A 
partir d'un protocole nécessitant environ une semaine d'analyses, il a été possible de réduire 
ce temps d'expérimentation à deux jours. Parmi les optimisations proposées, un temps 
d'extraction HCl de quatre heures et une digestion enzymatique accélérée (ne prenant qu'une 
minute) à l'aide d'un sonicateur ont prouvé leur efficacité. 
Les résultats présentés dans ce mémoire ont ainsi permis de répondre en partie aux exigences 
européennes concernant l'identification des particules animales présentes dans une farine. En 
effet, depuis les interdictions concernant les farines animales, seule la méthode utilisant la 
microscopie optique était utilisée de manière officielle pour analyser la composition de ces 
farines. Comme la microscopie ne permet pas une identification des particules animales d'un 
point de vue taxonomique (Liu et al., 20 1 1 ), la réintroduction de certaines farines animales 
reste donc proscrite. Cependant, grâce à la méthode peptidomique utilisant la spectrométrie de 
masse, il est maintenant possible de déterminer l'origine taxonomique et tissulaire des 
particules animales. C'est dans ce but que la protéomique appliquée à l'analyse des farines 
animales pourrait intervenir dans la possible réintroduction de certaines de ces farines à 
l'alimentation du bétail. 
La peptidomique/protéomique appliquée aux farines animales a donc prouvé son efficacité à 
plusieurs niveaux. En effet, cette technique offre une capacité d'analyse de haute résolution et 
permet également une identification précise des protéines et des peptides biomarqueurs. La 
peptidomique est donc une méthode de choix pour une identification sans a priori des 
constituants protéiques des farines animales. Cependant, des difficultés subsistent : les fortes 
homologies de séquences protéiques et peptidiques des espèces identifiées, la sensibilité de 
détection encore insuffisante et la complexité du matériel analysé. Le défi majeur est de 
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Figure 4. 1 - Homologies de séquences protéiques entre espèces différentes. A) Homologie de séquence de 
86,62 % entre la sous-unité alpha de ! 'Hémoglobine de Bos taurus et la même protéine de Sus scrofa. B) 
Homologie de séquence de 92 % entre l 'Heat Shock Protein � l  de Bos taurus et la même protéine de Sus scrofa. 
Les barres noires représentent les parties de séquences correspondant aux peptides de bovin 
(A VEHLDDLPGALSELSDLHAHK, ALPAAAIEGPA YNR & SA TQSAEITlPVTFQAR) actuellement testés 
pour la production d'anticorps (analyse de l 'homologie de séquence réalisée par Clustalw). 
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4.1 .  Complexité des échantillons 
La complexité des échantillons de farine analysés a sensiblement influencé les résultats 
obtenus dans le cadre de ce mémoire. En effet, il apparaît que les farines animales sont des 
mélanges complexes, constitués de particules d'os, de muscles, de cartilage, de graisse, . . .  
Outre la composition de ces farines, les traitements lors de leur production ( 1 33 °C - 20 
minutes - 3 bars) augmentent encore davantage leur complexité. Les protéines sont en effet 
pour la plupart fortement dégradées par ces traitements thermiques. Cela peut d'ailleurs être 
observé sur les gels I D, ceux-ci révélant des "smears" de protéines, où peu de bandes 
protéiques peuvent être observées. C'est d'autant plus évident lorsque ces protéines animales 
sont comparées à des protéines de farines végétales. En effet, les gels 1 D montrant des 
extractions de farines végétales illustrent bien ce fait, où la résolution du gel est bien plus 
haute, avec un grand nombre de bandes protéiques bien définies. Ces aliments végétaux n'ont 
pas subi les mêmes conditions de traitement et sont majoritairement constitués de protéines 
végétales ainsi que de particules de cendre (un mélange de minéraux bruts contenus dans les 
particules végétales). Cette complexité des farines animales doit donc être un paramètre 
important à prendre en compte lorsque des analyses sont effectuées sur ces dernières. 
L 'un des défis également lié à l'analyse peptidomique d'une farine animale est la forte 
homologie de séquence observée entre protéines d'espèces différentes. En effet, il s 'avère que 
la plupart des protéines identifiées ont une homologie de séquence proche de 90 %. Deux 
exemples peuvent d'ailleurs être observés en figu re 4.1,  où l'homologie entre la sous-unité de 
l'hémoglobine alpha (Figure 4.1 - A) de Bos taurus et de Sus scrofa et celle de l 'HSP-P l 
(Figure 4.1  - B) de ces mêmes espèces sont respectivement de 86,62 % et de 92 %. Cette 
forte homologie de séquence explique la difficulté de déterminer des peptides marqueurs 
spécifiques d'espèces. En effet, de nombreux peptides issus de ces protéines ont été obtenus et 
analysés grâce à la plateforme bioinformatique Scaffold 4.0. Avec ce logiciel, les peptides 
marqueurs candidats sont sélectionnés d'une part selon leur abondance relative et d'autre part 
pour leur spécificité. Pour qu'un peptide marqueur soit sélectionné et conservé, il est impératif 
que ce dernier soit spécifique d'une espèce, et uniquement de cette espèce. Or, la forte 
homologie de séquence entre protéines ne facilite pas cette recherche de pept ides 
biomarqueurs. Par exemple, un peptide identifié par Scaffold comme étant spécifique au bœuf 
pourra également être identifié comme étant spécifique au porc, après qu'un BLAST de ce 
peptide soit réalisé. Il est donc important de garder en mémoire qu'il existe une forte 
homologie de séquences protéiques entre espèces, et que des précautions (réalisation d'un 
BLAST par exemple) sont des étapes nécessaires avant de valider un quelconque 
biomarq ueur. 
Un autre défi lié à cette homologie de séquence est la production d'anticorps de lapin destinés 
au développement de tests immunologiques sur les farines animales. En effet, puisque les 
protéines sont fortement homologues entre espèces, il est très probable que les peptides 
biomarqueurs issus de ces protéines présentent eux-mêmes de fortes homologies. Un 
anticorps dirigé contre un peptide de bœuf pourrait donc, par exemple, reconnaitre un peptide 
similaire de porc, invalidant ainsi le test immunologique. C'est d'ailleurs pour ces raisons que 
deux kits développés pour la détection de particules de bovin dans des farines animales ont été 
invalidés. En effet, les kits ELISA-test MELISA-TEK (Sigma-Aldrich) et BioKit (Tepnel 
BioSystems), sont des tests ELISA conçus pour l'analyse de farines animales et dont la 
spécificité est normalement dirigée vers la détection de protéines de ruminants (troponine-1 et 
autres protéines musculaires thermorésistantes). Or, une étude réalisée par Myers et al (2007) 
a permis de démontrer que ces tests ELISA manquaient à la fois de sensibilité et de spécificité 
d'espèce, invalidant ainsi ces tests pour leur utilisation en analyses routinières sur les farines 
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animales (Myers et al., 2007). Il est important de noter que dans la p lupart des cas, l ' approche 
utilisée pour développer ces tests immuno logiques diffère de l 'approche réalisée dans le cadre 
de ce mémoire. En effet, il apparaît que la plupart des antigènes utilisés pour la production 
d'anticorps sont issus de matériels« frais», c'est à dire purifiés à partir d'organes ou de tissus 
animaux. Par exemple, la protéine « h-caldesmone », une protéine musculaire 
thermorésistante purifiée à partir de cellules musculaires lisses d'intestin de bovins, a été 
utilisée pour la production d'anticorps monoclonaux de souris dirigés contre cette protéine 
musculaire (Kim et al., 2004). Les tests ELISA sont ensuite réalisés sur des échantillons de 
farines animales. Il s'avère que ces tests restent peu spécifiques. En revanche, dans le cadre de 
ce mémoire, l' approche est différente, puisque nous partons des farines animales pour 
identifier des antigènes potentiels encore présents (peptides). En effet, en analysant les farines 
animales, des peptides biomarqueurs ont été identifiés. Puisque ceux-ci sont largement 
identifiés dans la plupart des échantillons de farine analysés, on peut penser que ces derniers 
sont relativement thermorésistants. Ensuite, c'est à partir de ces peptides que des anticorps 
seront produits pour des tests immunologiques à réaliser sur des échantillons de farines. Ces 
tests immunologiques pourraient ainsi permettre de résoudre ces problèmes de sensibilité et 
de spécificité observés dans les tests classiques réalisés sur les farines animales. 
Chaque technique d'analyse des farines animales comporte ses avantages et ses 
inconvénients. Par exemple, les méthodes enzymatiques « ELISA-like » ont l'avantage d'être 
faciles à mettre en oeuvre, d'être peu onéreuses et de fournir une quantification rapide d'un 
antigène dans une solution donnée. Cependant, comme mentionné précédemment, un des 
inconvénients est son manque de spécificité, les anticorps n'étant pas assez caractérisés du fait 
de la forte homologie de séquence entre peptides. La spectrométrie de masse est, quant à elle, 
une technique onéreuse et nécessite des connaissances techniques avancées. Elle permet 
cependant de fournir des informations d'une grande précision sur la séquence d'une/un 
protéine/peptide. Les analyses en spectrométrie de masse (MS) constituent, d'après nos 
résultats, une approche complémentaire aux tests imrnunologiques qui mérite donc d'être 
poursuivie. 
4.2. Analyses ciblées avec a priori 
Une fois les différentes mises au point réalisées dans la première partie de ce mémoire, nous 
avons essayé de simplifier et raccourcir le protocole expérimental afin que ce dernier puisse 
être utilisé comme méthode de routine par les agences publiques de sécurité alimentaire. Bien 
que le spectromètre de masse hybride de type Q-TOF utilisé dans la première partie de ce 
travail est un apparei l de haute résolution et permet une identification précise des 
peptides/protéines (Morris et al., 1 996, Lin et al., 2003), le temps d'analyse ainsi que la 
reproductibilité restent des points à améliorer. D'autre part, la transposition de l' approche 
peptidomique/protéomique développée vers des laboratoires de « routine » va nécessiter 
l'utilisation d'un appareillage moins couteux et permettant des analyses plus rapides. Parmi 
les différents spectromètres de masse existants, le triple quadrupô le semble l'appareil le plus 
approprié. Bien que ce dernier possède une plus faible résolution, il peut s'avérer utile 
lorsqu'un peptide marqueur est déjà connu et que l 'on veut l'identifier dans un mélange 
complexe ou le quantifier (Chalkley, 20 1 0). Il est d'ailleurs important de faire remarquer que 
dans le cadre de ce mémoire, l'aspect qualitatif a primé sur l'aspect quantitatif lors de la 
recherche des peptides marqueurs. En effet, nous nous sommes contentés d'une quantification 
relative des peptides identifiés, puisque le but était d'obtenir une information sur la variété des 
protéines présentes et parmi celles-ci, de sélectionner celles qui étaient représentées de 
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Figure 4.2 - Analyse en triple quadrupôle de trois peptides de bovin (A VEH LDDLPGALSELSDLHAHK, 
SATQSAEITIPVTFQAR & ALPAAAIEGPAYNR) dans une farine bovine (G') provenant du CRA-W. 
Une farine de bovin (G') a été extraite selon la méthode TCA-Acétone et a subi une étape de "Clean-Up" avant 
d'être digérée enzymatiquement par la trypsine pendant cinq heures. Cet échantillon a ensuite été analysé au 
moyen d'un triple quadrupôle, où une chromatographie liquide (LC) de vingt minutes a été réalisée. Différentes 
transitions de chaque peptide peuvent être observées. Ces résultats ont été obtenus avec la collaboration du CER 
de Marloie. 
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Figure 4.3 - Analyse en triple quadrupôle de trois farines différentes (Végétale 1 00 %, Végétale 95 % 
Bovin 5 % & Bovin 1 00 %) provenant du CRA-W, avec identification d' un peptide de bovin 
(ALPAAAIEGPAY R) dans chacune d'elles. Une farine végétale, un mélange de farine végétale-bovin (G') 
et une farine de bovin (G') ont été extraits selon la méthode TCA-Acétone, ont subi une étape de "Clean-Up" 
puis ont été digérés enzymatiquement par la trypsine pendant cinq heures. Ces échantillons ont ensuite été 
analysés au moyen d'un triple quadrupôle selon une analyse LC-MS/MS de vingt minutes. Différentes 
transitions peuvent être observées, le peptide d ' intérêt étant présent dans chacune de ces transitions, avec un 
temps de rétention de 3 .5  minutes. Ces résultats ont été obtenus avec la collaboration du CER de Marloie. 
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une autre étude visant à étudier les al lergènes dans certains produits alimentaires (tels que des 
« cookies »), qui e l le nécessite obl igatoirement de passer par un apparei llage permettant une 
quantificat ion précise de ces derniers (projet ALLERMASS, financé par la Région Wallonne). 
La quantification des al lergènes dans les al iments est par ail leurs obl igatoire afin d' identifier 
précisément la composition de divers produits alimentaires et de minimiser les risques 
potentiel lement encourus par les personnes al lergiques (Johnson et al., 20 1 1 ,  Picariel lo et al., 
20 1 1 ) .  
Lors des étapes d'optimisation réalisées dans ce mémoire, le développement d 'un protocole 
MS plus court fut aussi une priorité, afin de développer un protocole de routine. Le temps 
nécessaire à l 'analyse LC-MS/MS est une des étapes limitantes, un temps d 'analyse de 
2 1 5  minutes ayant été utilisé dans le cadre de ce mémoire. Puisqu'un trip le quadrupôle a la 
capacité de réduire ce temps d 'analyse tout en gardant une certaine spécificité, une étude 
prél iminaire a été réalisée en co llaborat ion avec le CER de Marloie. Le but de cette analyse 
est de déterminer la présence ou non des trois peptides marqueurs de bovin (sélectionnés pour 
la production d 'anticorps) dans une farine bovine, avec un temps LC-MS/MS de vingt 
minutes. Pour rappel, un spectromètre de masse de type triple quadrupole est composé de trois 
quadrupôles p lacés en série, le premier ne sélectionnant qu'un peptide de rapport rn/z défini, 
le second fonctionnant comme une cellu le de col l ision et le dernier séparant les :fragments 
peptidiques obtenus selon leur rapport m/z. Bien que le triple quadrupôle possède une 
résolution p lus faible par rapport à un autre appareil de type Q-TOF, cette faible résolution 
peut être compensée par une spécificité p lus  grande de cet apparei llage. En effet, le triple Q a 
la capacité de travai l ler au moyen de différentes transitions. Une transition représente le 
rapport rn/z d 'un ion que l 'expérimentateur renseigne au spectromètre de masse, afin qu ' i l  se 
focalise spécifiquement sur celui-ci. En se focalisant sur quelques masses lors de son "scan", 
le triple Q gagne alors en spécificité. De cette façon, des peptides d ' intérêt peuvent être 
détectés avec une grande sensibi l ité et spécificité même dans un échant illon complexe tel 
qu 'une farine animale (Chalkley, 20 1 0, Aebersold & Mann, 2003). Des résu ltats préliminaires 
ont ainsi pu être générés, ces résultats suggérant le potentiel de l 'ut il isation d'un triple 
quadrupôle comme méthode d'analyse de routine (Figure 4.2) . En effet, il peut être observé 
que les trois peptides marqueurs de bovin (A VEHLDDLPGALSELSDLHAHK, 
SATQSAEITIPVTFQAR & ALPAAAIEGPAYNR) ont tous été ident ifiés dans cette farine 
bovine (G' )  pour les différentes transitions indiquées, même après un temps LC de vingt 
minutes. De p lus, une étude prospective sur la sensibi l ité de détection de cet appareil a 
également été réalisée. Le but est, dans ce cas-ci, d 'analyser une farine végétale, une farine de 
bœuf (G') et une farine végétale dans laquelle la farine de bovin (G') a été ajoutée à 5 % et de 
déterminer la présence ou non d'un peptide marqueur de bovin (ALPAAAIEGPAYNR) dans 
ces échantil lons (Figure 4.3). Ce peptide n 'apparaît pas dans la farine végétale, mais apparaît 
bien dans la farine 1 00 % bovin et dans la farine végétale avec 5 % de farine de bovin. I l  suffit 
simplement de regarder les temps de rétention au niveau des pics chromatographiques (cercle 
rouge) pour se rendre compte qu ' il s 'agit bien du même peptide pour chaque analyse et pour 
chaque transition. 
Ces résultats prospectifs sont très encourageants, puisqu' i ls soulignent le fait qu'en passant 
d'une méthode sans a priori« longue » à une méthode avec a priori« courte », il est possible 
de retrouver des peptides marqueurs spécifiques et cela même quand ceux-ci sont en quantité 
réduite. I l  est important de noter que les échantil lons analysés par ce triple quadrupôle ont 
préalablement été extraits par la méthode TCA-Acétone. Une étude prospective prochaine 
devrait également étudier la présence de ces peptides de bovin dans des échantillons ayant été 
extraits par la méthode HCI. De p lus, l 'un des object ifs étant d'évaluer la sensibi l ité de 
détection de cet appareil lage, des mélanges de farines différents (99 % végétale + 1 % de 
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bovin, par exemple) seront prochainement évalués. D'ores et déjà, on peut conclure qu'une 
méthode de routine appliquée aux farines animales est donc envisageable et pourrait ainsi 
permettre de répondre aux exigences européennes en matière de sécurité alimentaire. 
4.3. Méthode PCA : Principal Component Analysis (Analyse en 
composantes p rincipales). 
4.3.1. Problématique des peptides biomarqueurs 
Dans le cadre de ce mémoire, deux types d'analyses ont été réalisés : des analyses permettant 
la mise au point de l'approche peptidomique et des analyses permettant de transférer cette 
méthode peptidomique/protéomique vers des agences de sécurité alimentaire pour développer 
un protocole de « routine ». Les mises au point, réalisées en URBC, ont nécessité l'utilisation 
d'un appareillage de type nanoLC-MS/MS (le Q-TOF dans le cas présent). Bien que cet 
appareil offre une haute résolution et une identification précise des protéines, les analyses 
n'en restent pas moins longues à effectuer et leur reproductibilité reste limitée. D'autre part, 
les premiers essais d 'analyses de «routine», réalisés au moyen d'un appareillage de type 
triple quadrupôle (LC-MS/MS), ont permis d'augmenter la rapidité de l'analyse tout en 
gardant une grande spécificité, mais il reste à effectuer un travail de mise au point concernant 
la sensibilité. Grâce à ces deux types d'analyses, nous avons sélectionné des peptides 
biomarqueurs et nous envisageons de les détecter en « routine ». 
Néanmoins, la méthode de routine choisie est une méthode ciblée et seulement une petite 
partie des peptides seront sélectionnés comme peptides biomarqueurs pour caractériser les 
échantillons complexes que sont les farines animales. Il est donc légitime de se poser la 
question de l ' importance des milliers de peptides non-exploités et de la façon dont ceux-ci 
peuvent être utilisés pour fournir de l'information pertinente sur les échantillons. 
Un exemple permettant d ' illustrer cette non-exploitation d'information concerne, par 
exemple, les collagènes présents dans les farines animales. Les collagènes sont les protéines 
les plus abondamment retrouvées chez les vertébrés, les collagènes étant le constituant 
principal des os, du cartilage et des t issus conjonctifs (Gelse et al., 2003). De ce fait, il est 
clair que les farines animales en contiennent une quantité importante, puisque certaines de ces 
farines sont majoritairement constituées de particules d'os. Un observateur extérieur pourrait 
alors se demander pourquoi une telle protéine, abondamment identifiée dans les farines 
animales, n'est pas sélectionnée plus fréquemment pour constituer les listes de peptides 
biomarqueurs établies dans ce mémoire. L'explication principale se base sur la structure 
même des collagènes et sur les nombreuses modifications post-traductionnelles de ces 
protéines. Parmi ces modifications, l'hydroxylation des pralines constitue la modification la 
plus importante au sein d 'un polypeptide de collagène (Vitagliano et al., 200 1 ). En effet, il 
apparait que les collagènes ont plus de la moitié de leurs pralines qui sont hydroxylées (Reece 
et al., 20 1 2). D'autres modifications, liées à la mort de l'animal (modifications post-mortem) 
et au processus de fabrication des farines animales (température et pression élevées) telles que 
la désamination des glutamines, augmentent davantage la complexité de l'analyse de cette 
protéine. L'analyse en spectrométrie de masse est donc plus délicate lorsqu' il s'agit des 
collagènes, puisque le r isque d'erreurs d' identifications augmente avec l'augmentation du 
nombre de modificat ions et une partie de ces modifications est très variable au sein même 
d'une farine. C'est d'autant plus d ifficile lorsque ces peptides sont utilisés à des fins de tests 
ELISA sur des farines animales. Pour ces différentes raisons, nous avons décidé de ne pas 
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Figure 4.4 - Principe de l '  Analyse en Composantes Principales ou Principal Component Analysis (PCA). 
La PCA est une analyse statistique non supervisée permettant de c:iécomplexifier des quantités importantes de 
données dans un grand nombre d'analyses, tout en conservant un maximum d'information. Ces données sont 
transformées en un « graphe » dont l 'abscisse et l 'ordonnée représentent les PC l et PC2, c'est-à-dire la direction 








Transformation des données LC-MS en 
une table des « buckets » (couples RT-m/z) 
Analysis 1 Ana lysis 2 Analysis 3 
500 50 5 
0 25 0 
500 50 5 
Figure 4.5 - Principe de formation de la table des « buckets ». Les données MS issues du spectromètre de 
masse sont converties en un tableau, où chaque peptide est représenté par un couple temps de rétention (RT) et 
un rapport m/z (RT-m/z), ces couples étant également associés à une intensité (manuel de ProfileAnalysis, 
Bruker). 
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Néanmoins, bien que ces peptides de collagènes ne soient pas considérés comme de bons 
biomarqueurs au même titre que d'autres protéines de natures différentes, leur abondance 
pourrait tout de même suggérer un potentiel éventuel en terme d'informations pertinentes. 
Ainsi, il nous semble intéressant d'avoir une vue d'ensemble des peptides obtenus et de 
pouvoir comparer d'une manière globale les profils peptidiques des farines analysées. Une des 
perspectives de ce mémoire est donc d'étudier plus précisément toutes ces données non­
exploitées au moyen d'une analyse statistique de type PCA (Principal Component Analysis). 
4.3.2. Principal Component Analysis : le concept 
Lors d'une analyse en spectrométrie de masse de mélanges complexes et hétérogènes tels que 
les farines animales, des milliers de données sont obtenues. Ces données dépendent de 
variables telles que le rapport m/z et le temps de rétention, liées à l 'intensité des pics 
chromatographiques ou des spectres de masses. Une telle complexité de données empêche un 
expérimentateur de visualiser de manière générale l' ensemble d'un échantillon analysé afin de 
le comparer aux autres échantillons. C'est dans ce but qu'une analyse PCA peut être réalisée. 
La PCA est une analyse statistique non supervisée permettant de décomplexifier des quantités 
importantes de données dans un grand nombre d'analyses, tout en conservant un maximum 
d'informations (Ringner, 2008, Massart & Vander Heyden, 2004) (Figure 4.4) . La PCA 
permet d'identifier et de visualiser les variables les plus influentes dans un groupe de données. 
Dans le cas d'analyses en LC-MS, les données sont représentées en trois dimensions : le 
temps de rétention (RT), le rapport m/z et l'intensité. La première étape de l 'analyse PCA 
consiste à réduire ces trois dimensions en une table de données à deux dimensions. Le logiciel 
« ProfileAnalysis » (Bruker) réalise cette transformation en associant les rapports m/z des 
peptides à leur temps de rétention en LC (Figure 4.5). Cette table appelée « buckets table » 
représente, pour chaque analyse, l 'association de la variable « RT-m/z » à son intensité. Les 
données étant transformées, nous pouvons passer à la seconde étape qui est la PCA 
proprement dite (ProfileAnalysis, Bruker). Le résultat de cette analyse statistique se 
présentera en deux graphes : le « Scoring plot » et le « Loading plot » qui permettront une 
visualisation complète des analyses. Chaque point du « Scoring plot » représente l 'ensemble 
des variables d'une analyse LC-MS. Il peut s 'agir de réplicats biologiques ou techniques. 
Chaque point d'un« Loading plot» représente un couple RT-m/z (de manière simplifiée, i l  
s'agit d'un peptide). I l  est important de noter que ces deux graphes portent en abscisse la PCl 
et en ordonnée la PC2. La PCl représente la direction de la plus grande variance dans les 
échantillons, la PC2 représente la direction de la seconde plus grande variance observée dans 
les échantillons. L 'expérimentateur peut cependant décider de changer la « valeur» de ces 
axes, comparant ainsi d'autres PC entre elles (PC 1 avec PC 3, PC 2 avec PC 4 et ainsi de 
suite). 
4.3.3. Analyse PCA appliquée aux farines animales 
Afin d'illustrer ces concepts de « Scoring plot » et « Loading plot », une analyse PCA a été 
réalisée par Marc Dieu (Plateforme MaSUn) sur des échantillons de farines animales. 
L'objectif, en réalisant cette analyse, est de comparer des farines d'espèces différentes mais 
aussi de comparer des farines de mêmes espèces mais de provenances différentes. Ainsi, trois 
échantillons de bovin (CRA-W : K & G',  NIFES : N20), un échantillon de volaille, un 
échantillon de mouton et un échantillon de porc ont été analysés en spectrométrie de masse. 
Quatre analyses LC-MS de soixante-cinq minutes ont ainsi été réalisées pour chaque 
échantillon. Les résultats de l'analyse PCA sont représentés à la figure 4.6, où le « Scoring 
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Figure 4.6 - Représentation d'un « Scoring plot » (A) et d'un « Loading plot » (B). Trois échanti llons de 
bovin (CRA-W : K & G', NIFES : N20), un échantillon de volaille, un échantillon de porc et un échantillon de 
mouton ont été analysés en spectrométrie de masse. Quatre analyses LC-MS de 65 minutes ont été réalisées pour 
chaque échantillon de façon à réaliser une analyse PCA sur ceux-ci. Le « Scoring plot » (A) représente 
l 'ensemble des variables d'une analyse LC-MS. Le « Loading plot » représente l ' ensemble des « buckets », 
chaque point étant représenté par un couple RT-m/z identifié dans la table des « buckets ». Par exemple, le cercle 
rouge représente un peptide dont le RT est de 1 7,48 minutes et un rapport m/z de 2056, 1 29. Ce peptide est 
identifié comme étant un peptide de collagène alpha-2 (1) de Bos taurus (R.GAQGPPGATGFPGAAGR.V). 
Abscisse : PC 1 (la plus grande variance), ordonnée : PC 2 (la seconde plus grande variance). 
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En ce qui concerne le « Scoring plot» (A), celui-ci permet de fournir des informations 
intéressantes à la fois sur les échantillons analysés mais également sur la méthode MS utilisée. 
En effet, en étudiant ce graphe, on peut se rendre compte, suivant l'axe de la PCl ,  qu'il existe 
une séparation entre les points des différents groupes d'analyses effectuées. Ainsi, les 
échantillons de bovin (K., G' & N20) peuvent être différenciés des échantillons de mouton 
(Ovis), de porc (Sus) et de volaille (Gallus). Au premier coup d'œil, cette analyse PCA 
permet donc de différencier des échantillons d'espèces différentes. La reproductibilité 
technique de l'analyse peut également être évaluée. On remarque, suivant l'axe de la PC2, 
que chaque échantillon analysé ( quatre injections de chaque échantillon dans le spectromètre 
de masse) présente une faible variabilité par rapport aux autres échantillons de la même 
espèce (cercles noirs). Enfin, la reproductibilité biologique de l'analyse MS peut également 
être évaluée : on observe par exemple que les échantillons de même espèce (bovin dans le cas 
présent), provenant de deux centres de recherche différents (CRA-W de Gembloux et NIFES 
de Norvège), se retrouvent au même endroit sur ce« Scoring plot». 
Les « Scoring plot» et « Loading plot » sont étroitement liés, ainsi au niveau du « Loading 
plot », les points à gauche du graphique sont en lien direct avec les analyses présentes à 
gauche du « Scoring plot». Dans notre cas, ces points gauches représentent une variabilité due 
aux analyses de farines de bovins et de moutons. 
Chaque point du « Loading plot» représente un peptide, c'est-à-dire un couple RT-m/z. En 
analysant ce « Loading plot», plusieurs observations peuvent être faites. Tout d'abord, 
puisque les points de ce graphe sont analysés selon la PC 1 et la PC 2 (la PC 1 représentant la 
plus grande variabilité des échantillons), les points situés aux alentours des coordonnées O - 0 
sont des peptides variant peu d'un échantillon à l'autre et sont donc moins intéressants lors de 
la recherche de peptides marqueurs. En effet, un bon peptide marqueur devrait également 
pouvoir être différencié parmi d'autres peptides, notamment grâce à une plus grande 
variabilité. Il est donc logique que les points situés aux extrémités de ce graphe sont des 
points ayant une plus grande variabilité et donc responsables de la séparation des échantillons 
analysés. Dans le cas présent, puisque plusieurs farines de natures différentes sont 
représentées (bovin, porc, volaille, mouton), il apparait que les points situés à la gauche de ce 
« Loading plot» correspondent à des peptides appartenant plus particulièrement à Bos taurus 
tandis que les points situés à la droite de ce« Loading plot » appartiennent davantage à Gallus 
gal/us. Par exemple, en cliquant sur un des points de ce« plot» (cercle rouge), le programme 
identifie ce couple RT-m/z comme étant un peptide de rapport m/z de 2056. 1 29. Dans notre 
première approche de la PCA, nous devons retourner dans les listes d'analyses MSMS pour 
identifier ce peptide. Il s'agit d'un peptide de collagène alpha-2 (I) de Bos taurus 
(R.GAQGPPGATGFPGAAGR.V). Il apparait que ce peptide est identifié (valeurs d'intensité 
importante) dans les échantillons de bovin (K, G' & N20) et pas dans les échantillons de porc, 
de mouton et de volaille (Figure 4.6). Grâce à cette analyse PCA, ce peptide de collagène 
pourrait ainsi être sélectionné comme nouveau peptide marqueur. Il s'agit d'un premier test et 
suite à nos remarques sur le collagène (point 4.3. 1 ), ce peptide ne sera pas utilisé pour les tests 
ELISA mais il pourra contribuer dans cet ensemble de peptides à différencier les espèces en 
utilisant un test statistique de type PCA. 
4.3.4. Avantages de la PCA 
De nombreux avantages potentiels apparaissent dès cette première analyse statistique PCA. 
En effet, la PCA permet tout d'abord à l'expérimentateur d'obtenir au premier coup d'œil une 
comparaison des échantillons analysés. De ce fait, cette analyse est tout à fait innovatrice et 
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complémentaire, par rapport aux méthodes prospectives et ciblées utilisées jusqu 'à présent 
dans ce mémoire. En effet, en temps normal, les résultats provenant du spectromètre de masse 
sont analysés grâce à une plateforme bioinformatique. Par exemple, dans le cas de ce 
mémoire, la recherche de peptides marqueurs est réalisée à l 'aide de Scaffold 4.0. Dans 
certains cas, les l istes de protéines ident ifiées dans Scaffo ld peuvent atteindre p lusieurs 
centaines d' ident ifications, rendant ainsi la recherche de pept ides marqueurs très fastidieuse. 
En analyse PCA, nous pourrions, à partir du « Loading plot », sélectionner d irectement les 
peptides de grandes variabilités afin de les identifier. 
Actuellement, il apparaît qu'après une analyse de 65 minutes, il a été possible d' identifier des 
peptides marqueurs spécifiques d'espèces, comme c 'est le cas du peptide de collagène décrit 
précédemment. C'est d 'ailleurs au niveau des collagènes que cette analyse PCA pourrait 
s'avérer être la plus intéressante. Les collagènes ne sont, en effet, pas considérés comme de 
bons peptides biomarqueurs, comme décrit précédemment. Cependant, l ' analyse PCA permet 
d' identifier ces peptides et permet de les différencier parmi des centaines d'autres peptides. 
Des recherches plus approfondies de l 'analyse PCA sur les peptides de collagènes pourront 
donc éventuellement permettre de reconsidérer le choix des peptides des co llagènes comme 
biomarq ueurs. 
L 'analyse PCA est également intéressante pour mettre au point une méthode en « routine » 
p lus rapide et plus robuste. En effet, dans le cadre de ce mémoire, une seule LC-MS/MS de 
2 1 5  minutes était généralement effectuée lors de l 'analyse des échanti l lons. Dans le cas d'une 
analyse PCA, plusieurs réplicats techniques (actuellement de 65 minutes) ont été réalisés, qui 
permettent aussi de vérifier la reproductibilité de nos analyses. A l 'avenir, nous essayerons de 
diminuer encore les temps d 'analyses afin d'atteindre l 'objectif de pouvoir proposer cette 
approche peptidomique aux agences publ iques de sécurité alimentaire. 
B ien que nous ne soyons, pour l ' instant, qu'au stade de tests préliminaires de faisabilité, les 
résultats des analyses PCA se sont révélés très satisfaisants et prometteurs. On pourrait donc 
envisager que cette analyse statistique soit étendue à l 'ensemble des analyses futures réalisées 
sur les farines animales. Outre la recherche de peptides marqueurs, l 'analyse PCA pourrait 
également permettre d'évaluer le degré de sensibi l ité de l ' apparei llage MS utilisé. En effet, 
puisque la limite de détection des particules animales par la microscopie optique est de 0, 1 % 
(Fumière et al., 2009), il serait intéressant d'arriver à une telle l imite au moyen du 
spectromètre de masse. Au moyen de différents mélanges de farines, il serait éventuellement 
possible, grâce à la PCA, d' identifier des farines ayant un très faible pourcentage de part icules 
contaminantes. Des tests sont d'ail leurs actuellement en cours, afin d 'évaluer de possibles 
différences entre des mélanges de farines (porc - bovin), ces farines de porc ne contenant que 
0, 1 %, 0,5 % ou 1 % de farine de bovin. Si ces tests se révèlent concluants, il sera alors 
possible d' étendre davantage cette analyse PCA comme méthode alternative ou 
complémentaire à la méthode peptidomique/protéomique développée mais aussi aux autres 
méthodes d'analyse reconnues. 
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4.4. Conclusion 
Ce manuscrit décrit le développement d'une stratégie peptidomique/protéomique permettant 
d'analyser de manière approfond ie la composition des farines animales. En effet, cette 
méthode a le pouvo ir de déterminer l 'origine taxonomique et tissulaire des d iverses particules 
présentes dans une farine. E lle permet ainsi de surpasser les l imitations associées aux 
méthodes officielles d'analyse de ces farines animales. Le pouvoir de détection de cette 
méthode a donc permis d ' identifier un certain nombre de peptides marqueurs spécifiques 
d'espèces animales. Ces peptides marqueurs seront ensuite transmis à des laboratoires 
d'analyses de sécurité alimentaire afin de développer des tests immuno logiques plus 
spécifiques sur ces farines animales. Les optimisations réa lisées dans le cadre de ce mémoire 
ont également eu comme objectif prioritaire de pouvoir transférer cette méthode 
peptidomique/protéomique à ces laboratoires d 'analyses afin de développer des tests de 
routine en spectrométrie de masse sur les farines animales. Ces optimisations ont pu mettre en 
évidence la robustesse de la méthode peptidomique/protéomique, puisqu'un protocole réduit a 
permis d' identifier des peptides marqueurs spécifiques d'espèces dans les far ines analysées. 
La stratégie pept idomique/protéomique, même si des améliorations restent à faire, semble 
donc prometteuse comme méthode à inclure dans l ' arsenal des méthodes officiel les d 'analyse 
des farines animales. Par ail leurs, cette approche pourra également s'appliquer à l 'analyse 
d'autres types d'échanti l lons, que ce soit dans le contexte du contrôle al imentaire ou même de 
l ' archéologie. Un projet inter-disciplinaire d'analyse de parchemins au moyen d 'une approche 
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Figure S 1  - Paramétrages inclus dans la recherche des peptides marqueurs en banques de données. Le 
rectangle rouge représente les modifications variables (Carbarnidométhylation des cystéines, conversion de la 
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Figure S2 - Paramétrages inclus dans la recherche de peptides marqueurs en banques de données. Une 
modification supplémentaire est incluse (HYDR (KP) : hydroxylation des lysines et pralines), cette modification 
étant souvent retrouvée dans les collagènes. Ces paramètres sont utilisés pour la banque de données 
« CollagenUniprot ». 
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Figure S3 - Représentation de la couverture de séquence de la sous-unité de collagène alpha-1 (1) de Bos 
taurus sans (A) ou avec (B) l ' inclusion de l 'hyd.roxylation des lysines et des prolines dans les paramétrages 
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Figure S4 - Comparaison du nombre de peptides uniques identifiés dans un échantillon de farine de porc, selon différentes méthodes d'extraction. Les protéines d 'un 
échanti llon porc (N 1 6) ont été extraites selon différents protocoles d'extraction (HCI, SOS-Tris & TCA-Acétone). Les échanti l lons ont ensuite subi une étape de "Clean-Up" 
avant d'être digérés enzymatiquement par la trypsine (ratio trypsine/protéine, I /20) pendant 5 heures, avant leur analyse MS/MS. Le nombre de peptides uniques identifiés 
pour les protéines porcines les plus abondantes est représenté pour chaque extraction protéique. La l iste de ces protéines les plus abondantes à été créée à l 'aide de deux 
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Figure SS - Comparaison du nombre de peptides uniques identifiés dans un échantillon de farine de porc, selon différentes méthodes d'extraction. Les protéines d 'un 
échanti llon porc (N I 7) ont été extraites selon différents protocoles d'extraction (HCI, SOS-Tris & TCA-Acétone). Les échanti llons ont ensuite subi une étape de "Clean-Up" 
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Alpha & Beta-conglycinin (Glycine max) ( soja) 
Triticin (Triticum aestivum) (blé) 
Alpha-amylase (Aegilops sharonensis) ( sorte de blé) . ----�---, 
G3PDH (Triticum aestivum) (blé) 
Alpha-amylase inhibitor (Triticum aestivum) ( blé) 
Serpin (Triticum aestivum) (blé) ------
Beta-amylase (Hordewn vulgare) ( orge) 
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ïs) 
High molecular weight Glutenin subunit (Triticmn aestivum) 
Figure S6 - Composition complète de la farine végétale pour chevaux utilisée dans le cadre de certaines 
expériences. A) Liste complète des "ingrédients" formant cette farine végétale. B) Liste des protéines végétales 
les plus abondamment représentées dans cette farine végétale. Cette l iste a été créée grâce à Scaffold 4.0  et au 
moyen d'une banque de données végétale (Viridiplantae). Cet échanti l lon de farine végétale nous a été fourni par 
le Centre Wallon de Recherches Agronomique de Gembloux (CRA-W). 
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Tableau St - Liste exhaustive des 25 peptides marqueurs spécifiques de bovin identifiés dans les farines 
animales (cette liste a été créée dans le cadre de la thèse d'Hélène Marbaix). 
Protéines 
Hemoglobin beta (Bos taurus) 
Hemoglobîn subunît beta (Bos _pYanîcus) 
Hemoglobin imbu nit alpha (Bos ta urus) 
Hemoglobm subumt alpha Œos taurusJ 
Sernm albumm (Bos taurus) 
Heat shod: protein beta- 1 (Bos taurus î 
. .:...lpha-2-HS-glycoprotein (Bos taurus) 
Myosin hght chain 6B (Bos taurns) 
Prothr0mb111 (Bos taurus) 
Y1tronect111 ( Bos grnnillens) 
Peptidoglycan recogmtton protem 1 (Bos wu rus) 
]).fPO protem 1_Bos taums ) 
Transthyretin (Bos taums 
Endopm 2 \Bos 1011111s) 
'WI& �.,. "''X 
Cartilage matrix proteîn (Bos u:11m1s) 
C'ollagen alpha-3(YIJ (Bos t011111s) 
Collageu alpha- ! ( \"I )  chain precmsor <Bos ta11rns) 
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Tableau S2 - Liste exhaustive des 22 peptides marqueurs spécifiques de porc identifiés dans les farines 
animales (cette liste a été créée dans le cadre de la thèse d'Hélène Marbaix). 
Protéines 
Desnùn (Sus scrofi1) 
Keratin. type I cytoskeletal 1 9-like (Sus scmfa) 
Carbonic anhydrase 3 (Sus scrcfa) 
Catalase (Sus scrofa) 
Myosm-7 (Sus scrofa) 
Vunentin (Sus scrofa) 
Heat shock protein b.:ta-1 (Sus scrofa) 
HlHvflv!LC2B 1_m�·osu1) (S11s scrofà) 
tvfyoglobin (Sus scrofa) 
Pigm.:nl ep1thelium-deri, .:d factor (Sus scrojà) 
Myosin-bî.nding protein C. fast-type (Sus scr<!fè1) 
Ca!sarcin 3 (Sus s,'rofa) 
1Jrosin light chain 6B (Sus scrofa) 
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Tableau S3 - Liste exhaustive des peptides marqueurs spécifiques de volaille identifiés dans les farines 
animales. 
Protéine Peptides Echantillons 
Myosin-11 OS= Gallus gallus GN=MYHll PE=l SV=4 ONAOLANEIR L HO 
N7 HCI 
IAQLEEElOEEHSNIETMSDR L HCI 
NS HO 
LQIEVENVTSLLNEAESK NS HCI 
N6 HCI 
N7 HCI 
N8 HCI. TCA 
L HCI 
I HCI 
EEMAEELASANSGR l HCI 
Uncharacterized protein OS= Gallus gallus GN=MYHlS PE:4 SV:2 OLEEA TLHYEA T AAALR L HCL 
myosin heavy chaln subfragment 
Hemoglobin subunit alpha-a OS=Gallus gallus GN=HBAA PE=l SV=2 WAALIEAANHIDDIAGTLSK NS HCI 
N7 HCI 
N8 HCI, TCA 
L HCI, TCA 
1 HCI, TCA 
Myosin-9 OS= Ga lus gallus GN=MYH9 PE=2 SV=2 QISVLQQQA VEAR N6 HCI 




TSAVPTLSTFR NS HCI, TCA 
N6 HCI, TCA 
N8 TCA 
1 HCI, TCA 
L TCA 




1 HCI, TCA 
l HCI 
Unc.haracterized protein (fragment) OS= Gallus gallus GN= KRT4 STALGGFGAGGICR NS TCA 
PE=3 SV=Z N8 HCI 
keratin type Il cytoskeletal S 
LLQEQSPTTSTR N6 HCI 
I HCI 
Uncharacterized protein (fragment) OS= Gallus gallus GN=KRT8 ATLET AIAEAEER NS HCI 
PE=3 SV=2 N6 HCI 
keratin type Il cytoskeletal 8 N8 Hd 
I HCI 
Uncharacterized proteinOS= Gallus gallus GN=KRT75 PE=3 SV;2 LOALLEEIOFLR N7 HCI 
Hemoglobin subunit alpha-0 OS=Gallus gallus GN=HBAO Pf=l SV=l AASHQEEFGAEALTR NS HCI, TCA 
N6 HO, TCA 
N7 Hd 
N8 t-tCI. TCA 
L HCI, TCA 
1 HCI, TCA 
NVONLSQAMAELSNLHAYNLR NS Hd, TCA 
N6 Hd, TCA 
N7 HCI 
N8 HCI, TCA 
L HCI, TCA 
1 HCI, TCA 
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450 kDa protin (fragment) OS= Gallus gallus PE=2 SV=l SPSGGGVEAAVEDR 
Echantillons 













L TCA, HCI 
1 HCI 
NS HCI, TCA 
NG HCI 
N7 HCI 
L HCI, TCA 
NS HCI, TCA 
NG TCA 
N8 TCA, HCI 
L HCI, TCA 
1 HCI, TCA 
NS HCI, TCA 
N8 HCI, TCA 





NS HCI, TCA 
N6 HCI, TCA 
L HCI, TCA 
I TCA 
L HCI 





























Protéine Peptides Echantillons 
Apolipotrotein A-1 OS=Gallus gallus GN=APOAl PE= 1 SV=2 USFLDELQK NS HCI, TCA 
N6 HCI, TCA 
N7 HCI 
NB HCI, TCA 
L HCI, TCA 
1 HCI, TCA 
Uncharacterized prote in OS=Gallus gallus GN=KRTl0 PE=4 SV=2 ISSSGGGCGSGSGGGGGGGSSCGIR  L HCI 
keratin type 1 cytoskeletal 10 
Heat shock protein beta-1 OS=Gallus gallus GN=HCPBl PE=3 SV=2 LLPSESALLPAPGSPYGR NS HCI, TCA 
N6 HCI, TCA 
NB HCI, TCA 
L HCI, TCA 
1 HCI, TCA 
RVPFTFLTSPSWEPFR NS HCI, TCA 
N6 HCI, TCA 
NB HCI 
L HCI, TCA 
I HCI 
Myosin regulatory light chain 2, skeletal muscle isoform KSFLEELL TTQCDR N7 HCI 
OS= Gallus gallus GN=MYLPF PE=l SV=2 
ATP synthase subunit alpha OS= Gallus gallus FESAFLAHVLSQHEALLSTIR NS HCI 
GN=ATPSAlW P E=2 SV=-2 I HCI 
Phosphoenolpyruvate carboxykinase {GTP), mitochondrial DVMAELEGLEER NS TCA, HCI 
OS= Gallus gallus GN=PCK2 PE=l SV=2 N6 TCA, HCI 
N8 TCA 
I TCA, HCI 
L TCA, HCI 
EYYGENFGADLPR NS HCI, TCA 
N5 HCI, TCA 
NB TCA 
1 HCI, TCA 
L HCI 
FVWPGFGHNAR NS HCI 
N5 HCI, TCA 
NB HCI, TCA 
1 HCI, TCA 
L HCI 
GFFGVAPGTSSR N6 HCI, Tca 
NB TCA 
L TCA 
GVPLWEAFGWR NS HCI, TCA 
N6 HCI, TCA 
NB HCI, TCA 
L HCI, TCA 
1 HCI, TCA 
YLEHWLSTGLR NS HCI, TCA 
N5 HCI, TCA 
NB HCI, TCA 
L HCI, TCA 
1 HCI, TCA 
LFHVNWFLR NS TCA 
N6 HCI 
VLAWIFGR NS HCI, TCA 
N6 HCI, TCA 
N7 HCI 
NB HCI, TCA 
L HCI, TCA 
1 HCI, TCA 
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Protéine Peptides Echantillons 
Serum albumin OS=Gallus gallus GN=ALB PE=4 SV=2 PLPSII LDEICQVEK N7 HCI 
MPQVPTDLLLETQK N8 TCA 
QSDINTCFGEEGANLIVQSR NS HCI 
N7 HCI 
N8 HCI, TCA 
L HCI 
I HCI 
TNCDLLHDHGEADFLK N7 HCI 
FVHDSIGVHK NB TCA 
RHPEFSIQLIMR N8 HCI 
Creatine kinase M-type OS= Gallus gallus GN=CKM PE=2 SV=l LSVEALNSLEGEFK NS HCI 
NB HCI, TCA 
I TCA 
L HCI, TCA 
Annexin OS=Gallus gallus GN=ANXAl PE=3 SV=l HEIDLNEIK NS HCI 
N7 HCI 
Uncharacterized protein (fragment) OS= Gallus gallus Gn=Gga 10533 VSAENIVGIGR N6 HCI 
tîtin lsoform X2 et X3 NAVGVSFPR N8 HCI 
TELILPAATR NS HCI 
Apolipoprotein AIV OS=Gallus gallus GN=apoAIV PE=2 SV=l AQLSPLAQELQEALR NS HCI, TCA 
N6 HCI, TCA 
N7 HCI 
L HCI, TCA 
I HCI 
QIQQELAELQAK NS HCI 
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